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Sách “Phương pháp cô lập hợp chất hữu cơ” được biên soạn làm 
giáo trình cho chương trình cao học của Bộ môn Hoá hữu cơ, Khoa Hoá. 
Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Thành phố Hồ Chí 
Minh. Sách cũng hữu ích cho sinh viên các năm cuối bậc đại học, học 
viên cao học, nghiên cứu sinh chuyên ngành Hoá học và Sinh học, cũng 
như các nghiên cứu viên ở các Viện Hoá hoặc Sinh Hoá khi cần cô lập 
một hợp chất hữu cơ từ cây cỏ, từ một phản ứng hóa học hoặc từ các sinh 
khối. 


Việc sử dụng các kỹ thuật sắc ký khác nhau nhằm cô lập Nuô: chất 
hữu cơ là một hoạt động mà tất cả những ai làm việc trong các phòng thí 
nghiệm hoá cũng như sinh đều phải tiến hành thường TUỆ: tuy nhiên ở 
Việt Nam sách trình bày về các loại kiến thức này vẫn còn rất ít. Sách 
trình bày phần kiến thức cơ bản và cung cấp những kiến thức chuyên sâu 
về các phương pháp sắc ký, mỗi vấn để đều có thêm những hình ảnh rainh 
hoạ để người đọc dễ hiểu. 


Sách gồm có chín chương và một chương phụ lục: _ 
Chương 1: Kỹ thuật chiết tách hợp chất hữu cơ khỏi cây cổ 
Chương 2: Phương pháp nhận danh các loại hợp chất tự nhiên 
Chương 3: Phương pháp sắc ký cột 
Chương 4: Phương pháp sắc ký lớp mồng 
Chương 5: Phương pháp sắc ký trao đổi ion 
Chương 6: Phương pháp sắc ký gel 

_ Chương 7: Phương pháp sắc ký khí (GC) 
Chương 8: Phương pháp sắc kỹ lỏng hiệu năng cao (HPLC) 
Chương 9: Điện di 


Biên soạn một quyển sách về một lĩnh vực chuyên sâu, hiện đại 
trong khi ở Việt Nam chưa có nhiều sách về kỹ thuật này nên chúng tôi 
gặp không ít khó khăn về thuật ngữ. Những thuật ngữ được sử dụng trong 
sách là theo quyển "Từ điển Kỹ thuật tổng hợp Anh ¬ Việt" của Nhà xuất 
bán Khoa học và Kỹ thuật, 1991. Với phần lớn các thuật ngữ, chúng tôi cố 
gắng phiên dịch và đều có 8hI lại trong ngoặc đơn nguyên mẫu bằng tiếng 
Anh, còn một số ít thuật ngữ chúng tôi đành để ở nguyên dạng tiếng Anh. 


Các hình ảnh trong bài đều là hình ảnh minh họa. 


Đây là lần đầu tiên biên soạn quyển sách này nên chúng tôi sẽ khó 


tránh khỏi những sai sót, rất mong nhận được những ý kiến đóng góp quý 
báu để chúng tôi có thể hoàn thiện hơn trong những lầntáibản  _ 


Cuối cùng chúng tôi xin chân thành cám ơn PGS-TS Nguyễn Ngọc 
Sương, người cô kính yêu. Tấm gương lao động khoa học miệt mài của cô 
là kim chỉ nam để tôi đõi theo mà tiến tới (rong khoa học. Cô luôn cho tôi 
những lời khuyên quý báu (rong cuộc sống cũng như trong công tác giảng 
dạy; cô đã dành thời giờ đáng lẽ để nghỉ ngơi mà đọc giúp bản thảo, giúp 
tôi kịp thời chỉnh sửa, hoàn tất. _ 


Xin chân thành cảm ơn. 


Thành phố Hỗ Chí Minh, tháng 05 năm 2007 
TÁC GIÁ 
Nguyễn Kim Phi Phụng 


CÁC PHƯƠNG PHÁP CÔ LẬP 
HỢP CHẤT HỮU CƠ 
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KỸ THUẬT CHIẾT TÁCH HỢP CHẤT TỰ NHIÊN 
RA KHỎI CÂY CỎ 


Hợp chất tự nhiên (natural products), phân tử sinh học tự nhiên 
(biological molecule), là chất biến dưỡng thứ cấp (secondary metabolite), có 
trọng lượng phân tử nhỏ (M < 1500 amu), được tạo ra bởi cơ thể của một sinh 
vật. Chất biến dưỡng thứ cấp có thể cần thiết hoặc nhiều khi không cần thiết 
cho sự sống của sinh vật, điều này khác với những hợp chất đại phân tử như 
protein, acid nucleic, polisacarid là những hợp chất căn bản nhất thiết cần 
phải có cho sự sống của một sinh vật. 


Các chất biến dưỡng thứ cấp bao gồm nhiều loại hợp chất và đượ- sắp 
xếp thành những nhóm (group) khác nhau. Việc phân loại các hợp chất thành 
một nhóm thường không phải bởi một định nghĩa duy nhất, cũng như ranh giới 
của một nhóm thường không rõ ràng. Người ta nhận thấy một chất biến 
dưỡng thứ cấp nào đó thường hay hiện diện trong một loài sinh vật đặc trưng 
nào đó. Chất biến dưỡng thứ cấp có thể đóng vai trò như một chất gây chán 
ăn (antifeedants), chất dẫn dụ giới tính (sex attractants), chất kháng sinh 
(antibiotic agents) để bảo vệ sinh vật đó không bị các loài khác làm hại..., 
nhưng rất nhiều chất biến dưỡng thứ cấp không có hoạt tính sinh học hoặc có 
thể có nhưng chưa được biết đến. _ 

Các chất biến dưỡng thứ cấp của thực vật thường thuộc các nhóm sau: 
alcaloid, quinonoid, steroid, terpenoid (bao gồm tỉnh dầu là các terpen thấp), 
1ridoid, flavonoid, coumarim, gÌycosid.... 

Nếu những hợp chất đại phân tử có trọng lượng phân tử lớn, tính chất 
hóa học tương đối đồng nhất, người ta có thể để xuất được một số qui trình 

t 





CHƯƠNG † 
Thước -S...... 


tổng quát để chiết tách cô lập chúng, thì các hợp chất tự nhiên có trọng lượng 

phân tử nhỏ, tính chất hóa học đa dạng, khác biệt, nên không thể có một qui 

trình tổng quát nào có thể áp dụng chung cho tất cả các nhóm, mà mỗi loại 

nhóm phải có một số phương pháp khác nhau, cần phải được khảo sát cụ thể. 
Mục đích của việc chiết tách, cô lập hợp chất tự nhiên 


Khi một nhà hóa học chọn nghiên cứu trên một loài cây, có thể người 
ấy muốn hiểu biết một số trong các điều sau. 


quang phổ hiện đại. 


Cần có thêm lượng mẫu một hợp chất đã biết rõ cấu trúc hóa học, nay 
muốn khảo sát thêm về hoạt tính sinh học của chất đó. Nếu việc thử 
nghiệm cho kết quả hấp dẫn thì se xét xem có thể tổng hợp hóa học để 
có số lượng nhiều. 


ì 


Tìm hiểu một hợp chất đã biết và xem chất này được sản sinh ra từ bộ 
phận nào của sinh vật (sự sinh tổng hợp). 


Tìm hiểu sự khác biệt của những chất biến dưỡng thứ cấp được sản sinh 
ra từ cùng một nguồn tự nhiên nhưng không cùng điều kiện sinh thái: 
thí dụ tìm hiểu xem hai thực vật cùng họ (family), cùng chị (genus), 
cùng loài (species) nhưng mọc ở hai nơi có điều kiện khí hậu, đất đai 
thổ nhưỡng khác nhau có chứa cùng những hợp chất tự nhiên và những 
chất này có cùng hàm lượng hay không? 


Các nghiên cứu trên cây Hedyotis Coryrnbosa L. và cây Hedyotis diffusa 
L. mọc ở Hồng Kông và mọc ở Việt Nam cho biết cả hai loài cây này đều có 


KỸ THUẬT CHIẾT TÁCH HỤP CHẤT TỰ NHIÊN RA KHỎI CÂY CÓ 
1. ễ QUÁ TRÌNH KHẢO SÁT HÓA — THỰC VẬT CỦA MỘT CÂY 


Quá trình khảo sát hoá - thực vật của một loài cây thường theo những 
g1a1 đoạn như sau 


1.1. Lựa chọn nghiên cứu trên một loài cây (của một họ)! 


Các nhà nghiên cứu quyết định làm việc trên một loài cây của một họ 

cây nào đó là tuỳ vào mục đích đã lựa chọn trước. Việc lựa chọn này tuỳ 
_thuộc rất nhiều vào tài liệu tham khảo và các phương tiện sẵn có hoặc liên 
kết được của phòng thí nghiệm đó. Các tài liệu tham khảo có thể là dữ liệu 
tin học NAPRALERT (phân mềm phải mua) cho biết các thông tin về hóa- 
thực vật, đặc điểm thực vật, hoạt tính sinh học của hợp chất cụ thể, hoặc tất 
cả các thông tin có thể có được của từng vùng địa phương, từng quốc gia. 


Luôn luôn cần phải có thông tin từ Chemical Abstracts (Viết tất là 
C.A.) vì cho biết tổng quát về các nghiên cứu trên thế giới trên một cây nào 
đó. Tuy nhiên, thông tin trên CA chỉ cho biết tóm tắt kết quả của bài báo, nếu 
sau khi đọc, nhận thấy thông tin đó cần thiết thì người đọc cần tìm bài báo 
gốc để có đầy đủ chi tiết hơn (CA cho biết luôn bài báo gốc đã được đăng ở 
tạp chí nào). 

Thông thường sau khi nghiên cứu trên các tài liệu mà nhận thấy rằng 
cây được chọn khảo sát chưa có tác giả nào trên thế giới nghiên cứu, nghĩa là 
hoàn toàn không có thông tin nào về thành phần hóa học của cây thì nên tra 
khảo thành phần hóa học của các cây khác nhưng cùng một chỉ với cây 
khảo sát. Các nghiên cứu cho thấy có đặc điểm “Hóa ~ Thực vật” 
(Chermotaxonomy) nghĩa là những cây cùng một chi (hoặc cùng họ) có thể 
chứa những hợp chất giống nhau hoặc hợp chất có cùng loại khung sườn. 


Thí dụ chỉ Hedyoris, thuộc họ Cà phê (Rubiaceae) thường chứa hợp 
chất acid triterpen với khung sườn ursan và oleanan. Các cây thuộc họ Rau 
răm (Polygonaceae), họ Vang (Caesalpiniaceae), họ Táo (Rhamnaceae), họ 
_ Cà phê (Rubiaceae).. thường chứa hợp chất antraquinon và cần biết là các 
antraquinon .có tính thăng hoa. Họ Cúc (Asteraceae) thường chứa hợp chất 
§©€sguiterpen lacton.... 


CHƯƠNG 1 

TH Sẽ ẽaẽa-naararnnna.naansnane.=n... se SN nh chi ni 
—— Sau khi đã chọn làm việc trên một loài cây nào đó, cần phải thu thập 

mẫu cây. 


1.2. Xác định tên khoa học cho cây 


Rất nhiều trường hợp chỉ với một loài cây nhưng lại có nhiều tên gọi 
khác nhau tùy theo địa phương. Một loài cây có thể có nhiều tên địa phương 
khác nhau nhưng chỉ có một tên khoa học (một số ít cây có hai tên khoa học). 
Thí dụ cây Cúc chỉ thiên Elephantopus scaber L., thuộc họ Cúc (Asteraceae) 
còn có các tên khác như Cỏ lưỡi mèo, Chân voi nhám; vì thế trước khi thu hái 
mẫu cây cần phải nhờ nhà thực vật nhiều kinh nghiệm xác định tên khoa học 
cho cây. Muốn vậy cần phải cung cấp cho nhà thực vật mẫu cây tươi, còn 
nguyên, với đầy đủ các bộ phận hoa, lá, thân, rễ, vì nhiều khi cần phải khảo 
sát hết tất cả các bộ phận của cây, nhất là bộ phận hoa, rễ, mới có thể xác 
định được tên khoa học cho cây. 


Các nghiên cứu cho thấy tất cả những sự thay đổi về cao độ của vùng 
cây mọc, tuổi của cây, khí hậu, thổ nhưỡng đều có ảnh hưởng đến hàm lượng 
của hợp chất trong cây, trong một vài trường hợp có ảnh hưởng đến loại hợp 
chất được sinh tổng hợp trong cây. Điều này đã được truyền tụng từ lâu trong 
dân gian qua câu “Cây cam trồng ở Giang Nam thì ngọt, đem về trồng ở 
Giang Bắc thì chua”. 


Mỗi bộ phận của cây có thể chứa những chất biến dưỡng thứ cấp khác 
nhau, thí dụ các flavonoid thường hiện diện trong lá và nhất là hoa của một 
số loài cây. Các alcaloid tropan hiện diện trong rễ, các S€Squiterpen lacton 
và tỉnh dầu thường hiện diện ở hạch tiết của lá, vỏ thân.... (Cho dù giả sử có 
tài liệu cho biết trước rằng một bộ phận của cây chứa loại hợp chất nào đó thì 
cũng nên có các khảo sát sơ bộ trên các bộ phận riêng biệt hoa, lá, thân, rễ... 
để so sánh định tính / định lượng sự hiện diện của các hợp chất đó để có thể 
chọn được bộ phận cây phù hợp cho nghiên cứu). 

Do những lý do nêu trên, trong bài viết báo cáo cân ghi rõ cây đã được 
thu hái ở địa phương nào, vùng cây mọc có cao độ bao nhiêu, thời tiết và loại 
đất nơi cây mọc, thời gian thu hái, độ tuổi của cây. Phải ghi rõ tên nhà thực 
vật (và cơ quan mà nhà thực vật công tác) đã xác định tên khoa học cho cây; 
mẫu cây được lưu giữ tại viện bảo tàng thực vật địa phương nào hoặc cơ quan 
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KỸ THUẬT CHIẾT TÁCH HỨP CHẤT TỰ NHIÊN RA KHỎI CÂY Cỏ 


nào. Nếu ở địa phương không có cơ quan này, cần phải bảo quản cây ở dạng 
khô, đóng thành tập, cất giữ ( ở nơi khô mát để làm tài liệu so sánh sau này khi 
cần. 


Các nhà thực vật học đã tìm cách đặt cho mỗi loài cây một tên gọi và 
đã chia Giới thực vật ra thành những bậc phân loại như sau!!. 
Ngành và phân ngành 
Lớp và phân lớp 
Bộ và phân bộ 
Họ và phân họ 
Tông và phân tông 
Chỉ và phân chỉ 
Tổ và phân tổ 
Loạt và phân loạt 
Loài và phân loài 
Thứ và phân thứ hay giống trồng 
Dạng và phân dạng 


Trong các bậc phân loại nói trên, loài (Species) là đơn vị cơ bản. Người 
ta xếp loài vào chỉ (Genus), xếp các chi vào họ (Family) tương ứng. Các họ 
này tuỳ theo hệ thống phân loại của các tác giả mà có sự khác nhau trong tên 
-BỌI. 

Tên khoa học của một loãi cây thường bao gồm bốn phân và cách viết 
phải theo các qui ước như sau 


Cây dừa Cocos nucfƒeraL., họ Cau (Arecaceac) 
`h——— `—————- ""~“ 






&)  (®) (© (đ) 
Cây Tóc tiên 2:iBiailei rosea (Spreng.) Lindl., họ Loa kèn đỏ (Amaryllidaceae) 
hoa đỏ —— 







(a): Tên của chỉ (Genus): Chữ đầu phải viết hoa, chữ in nghiêng. 
(b):. Tên của loài (species): Chữ đầu phải viết thường, chữ in nghiêng. 


(c): Tên của nhà thực vật lần đầu tiên đã phát hiện cây: Chữ in thẳng. Phải 
tuân thủ đúng theo tài liệu gốc, thí dụ chữ viết tắt với dấu chấm (L.) 
hoặc viết trong ngoặc đơn... 
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(d): Tên của họ (family) gồm hai phần: tên tiếng Việt viết trước và tên tiếng 
La Tinh được đặt trọng ngoặc đơn. Tên tiếng La Tinh của họ cây 
thường tận cùng bằng chữ “-ceae” vì “-ceae” nghĩa là “họ”. Chữ đầu 
phải viết hoa, chữ in thẳng. 


1.3. Xử lý mẫu cây sau khi thu hái 


Cần tra khảo tài liệu để biết trước các đặc điểm về thành phần hóa học 
của cây khảo sát. Tuỳ theo mục đích nghiên cứu, chọn lựa thu hái các bộ 
phận khác nhau của cây: hoa, lá, vỏ, thân, rễ, củ... tuy nhiên không được thu 
hái bộ phận cây bị sâu bệnh, nấm mốc, vàng héo, úa dập. Ngoại trừ muốn 
khảo sát sự hiện diện hoặc hàm lượng của một chất biến dưỡng thứ cấp cụ thể 
nào đó trong cây thì thu hái cây nhiều lần, mỗi lần có ngày tuổi khác nhau, 
còn thường lệ nếu muốn tìm hiểu thành phần hóa học của cây cân phải thu 
hái cây thật già, đã ra hoa, chứa chất có hàm lượng cao để dễ đàng cô lập 
chất. 


Mẫu cây thu hái về được rửa sạch với nước (giống như rửa rau), để ráo, 


làm khô tự nhiên trong mát có quạt hoặc nơi thoáng gió. 


Muốn khảo sát cây khô thì ngay khi cây còn tươi nên sắc nhuyễn, rồi 
rãi ra phơi khô ở nhiệt độ phòng hoặc sấy trong lò sấy ở 60-80°C. Quá trình 
này cần tránh không để cây chồng đống dồn nén lên nhau có thể phát sinh 
nấm mốc, bằng cách thường xuyên đảo trộn cây. Nếu không có lò sấy, có thể 
phơi khô nhờ ánh nắng, tuy' nhiên cần tránh phơi dưới ánh nắng mặt trời gay 
gắt vì tia tử ngoại (UV) có trong ánh nắng mặt trời có thể kích thích phản ứng 
hoá học, tạo nên những hợp chất giả tạo (artifact: không phải hợp chất thực sự 
đã có trong cây). Trong cây thường có những con men (enzym), là những 
protein không tan trong alcol nhưng tan trong nước, hoạt động ở nhiệt độ 
20-45°C và bị tiêu hủy khi nhiệt độ lên 60°C. Khi sấy cây ở 60-80°C các con 
men đã bị tiêu hủy. 
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Ngoài ra cũng có thể dựa vào tính chất thăng hoa này để loại bỏ 
antraqumon trong được liệu vì các antraquinon thường tổn tại trong cây ở 
dạng oxy hóa hoặc dạng khử (những antraquinon ở Hểu nhỏ làm tăng nhu 
động ruột già khiến cho dược liệu chứa nó, thí dụ như lá cây Lô hội Aloe vera, 
có tác dụng nhuận trường, tuy nhiên nếu ở liều cao có tác dụng xổ mạnh, gây 
đau bụng) nên muốn loại bỏ chúng ra khỏi mẫu cây thì sao hoặc sấy dược 
liệu ở nhiệt độ thích hợp. 


Trường hợp cần khảo sát trên cây tươi: phải nhanh chóng cắt nhuyễn 
cây và ngâm vào dung môi chiết tách để tránh quá trình lên men hoặc phản 
ứng hóa học. Đôi khi do sự thay đổi pH, các con men trong cây tươi có thể 
aây ra sự thủy giải những hợp chất thuộc loại glycosid như iridoid gÌycosid 
hoặc flavonoid glycosid. Muốn tránh trường hợp nói trên, có thể diệt những 
con men có sẵn trong cây bằng cách: (¡): ngay sau khi thu hái, nhúng mẫu 
cây vào etanol hoặc metanol rồi để khô tự nhiên ở nơi thoáng mát, (): sắp 
xếp mẫu cây trong lò sấy hoặc lò hấp và đặt một becher có chứa một lượng 
rất ít ctanol ở ngăn dưới cùng của lò, để hơi etanol đi ngang qua mẫu cây và 
diệt các con men. Lưu ý cần hết sức cẩn trọng để tránh hỏa hoạn vì hơi etanol 
ở nhiệt độ nóng có thể phực cháy. | 


Muốn khảo sát tỉnh dẫu của cây nên tiến hành việc lôi cuốn hơi nước 
trên mẫu cây tươi để tránh thất thoát tinh dầu vì tỉnh dậu có tính bay hơi. Các 
nghiên cứu cho thấy với mỗi loài cây, hàm lượng và thành phần hoá học của 
tỉnh dầu sẽ khác nhau tùy theo bộ phận của cây, thổ nhưỡng nơi cây mọc, thời 
gian để héo cây trước khi thực nghiệm cũng như kỹ thuật sử dụng để lấy tĩnh 
dầu ra khỏi cây. | 


Một số loài cây trong quá trình tổn trữ có mất đi một số cấu phần, thí dụ 
cây Antreha puttminosa mất 30% lượng alcaloid sau hai tháng tôn trữ. Một 
vài glycosid flavonoid có thể bị thủy giải. Để tránh trường hợp này, lấy một 
lượng nhỏ mẫu cây tươi, tận chiết với dung môi phù hợp, thu được dung dịch. 
Dung dịch này được sắc ký lớp mỏng và lưu giữ kết quả để làm tài liệu đối 
chứng cho những nghiên cứu sau này trên cây hoặc để theo dõi xem có 
những thay đổi trong quá trình tôn trữ hay không? 
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Mẫu cây sau khi phơi khô, cần được xay nghiễn thành bột. Quá trình 
nghiền làm phá vỡ màng tế bào thực vật, giúp cho dung môi dễ thấm vào bột 
cây để chiết tách hết các hợp chất ra khỏi cây. Có nhiều thiết bị chuyên dùng 
để xay nghiền, từ loại đơn giản đến phức tạp. Máy nghiền có các rây với kích 
cỡ lỗ khác nhau. Chọn rây có cỡ lỗ nhỏ vừa phải, rây quá mịn sẽ gây khó ` 
khăn trong quá trình xay nhuyễn cũng như việc lọc dung môi chiết tách sau 
này. : | 


Nếu phòng thí nghiệm có sẵn mấy xay, trước khi xay cần phải vệ sinh 
máy nhất là ở bộ phận tán nghiền. Tránh nhờ 81a công bên ngoài cơ quan vì 
các máy xay này ít được vệ sinh bên phần trong của máy trước khi xay. Bộ 
phận nghiền của máy còn dính bám phân bột cây của quá trình xay trước đó 
(cây khác), nay trong quá trình xay nghiền, máy bị rung làm các chất bột này 
rơi chung vào túi chứa mẫu cây của mình, làm sai lạc kết quả. Nếu các chất 
biến dưỡng thứ cấp kém bên nhiệt, có thể bỏ qua giai đoạn xay nghiền vì quá 
trình xay nghiên sẽ phát sinh ra nhiệt, làm hư hại chất. 


Đôi khi người ta sử dụng kỹ thuật ngâm đông lạnh mẫu cây (mẫu khô 
hoặc mẫu tươi) trong nitơ lỏng, rồi nghiền giã cây trong một cái cối hoặc 
rong một cái bao bằng polyetylen dầy. Trong quá trình này, có thể thêm cát 
tỉnh chế vào cối để giúp nghiền cho dễ. ` 


1.4. Dung môi để chiết tách hợp chất ra khỏi mẫu cây 


Do cấu tạo hóa học của cây cỏ hoặc sinh khối (biomass) thường là 
những chất liệu đại phân tử (polymér, thí dụ như cellulose có trong cây cỏ, 
nấm mốc, thành tế bào vị sinh vậU tương đối trơ, không hòa tan trong dung 
môi hữu cơ, vì thế việc khảo sát hợp chất tự nhiên nghĩa là chiết lấy và khảo 
sát các chất biến dưỡng thứ cấp có trọng lượng phân tử nhỏ. 


Thông thường người ta muốn nghiên cứu các hợp chất tự nhiên có tính 
ái dầu (lyophilic) có mức độ phân cực khác nhau, tuy nhiên, đôi khi cũng 
nghiên cứu các hợp chất tự nhiên có tính ái nước (hydrophilic). Điêu này 
được thực hiện bằng cách chiết những hợp chất có trong cây lần lượt bằng các 
dung môi có tính phân cực tăng dần hoặc chiết một lần lấy tất cả các loại hợp 
chất bằng cách sử dụng dung môi vạn năng metanol (có thể chiết hầu hết các 
loại hợp chất tự nhiên). 
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Nguyên tắc tổng quát là lựa chọn dung môi và qui trình phù hợp để 
chiết tách hợp chất ra khỏi mẫu cây, điều này tùy thuộc vào đặc tính của chất 
biến dưỡng thứ cấp có trong cây mà người khảo sát mong muốn tách cô lập 
(một vài hợp chất glycosid kém bền với nhiệt độ và nhạy với pH của môi 
trường...). Như đã trình bày ở trên là những hợp chất tự nhiên có cấu trúc hóa 
học đa dạng, với tính chất phân cực khác biệt, nêu không thể có một qui trình 
tổng quát nào có thể áp dụng chung cho tất cả các nhóm, mà mỗi loại nhóm 
phải có một số qui trình chiết tách đặc trưng, vì vậy, trước khi tiến hành thực 
nghiệm cần phải thu thập đầy đủ các tài liệu tham khảo có liên quan trực tiếp 
trên cây mới có thể chọn được qui trình phù hợp. 


Muốn chiết hợp chất ra khỏi cây cổ cần chọn dung môi phù hợp, sử 
dụng kỹ thuật chiết tách phù hợp bằng cách ngâm dâm, bằng máy chiết 
Soxhlet... (trình bày trong các phân sau). Sau khi chiết, phần bã cây hoặc 
sinh khối còn lại được lọc bổ; dung môi qua lọc được thu hồi bằng máy cô 
quay chân không ở nhiệt độ thấp khoảng 30-40°C vì thực hiện ở nhiệt độ cao 
có thể làm hư hại một vài hợp chất kém bền nhiệt. _ 


Cần chú ý quan sát quá trình cô quay có thể có tủa, lọc lấy tủa. Nếu tủa 
này tan trong nước thì đó là muối vô cơ (vì nếu sử dụng etanol để chiết bột 
cây, ctanol hòa tan luôn cả các loại muối vô cơ có trong cây), nếu tủa không 

_ tan trong nước nhưng tan trong đung môi hữu cơ thì đó là hợp chất hữu cơ, có 
thể tỉnh chế, thu được hợp chất tinh khiết. Đây chỉ là một vài trường hợp đặc 
biệt khi hợp chất có hàm lượng cao trong cây. Nhắc rằng khi một hợp chất 
cho kết tủa trong quá trình cô quay dung dịch thì trong dung dịch nước cái 
vẫn còn chứa rất nhiều hợp chất đó. 

Thu hồi dung môi cho cao chiết thô (crude extract), cao này có thể ở 
dạng khô, dạng dẻo sệt hoặc dạng dầu sệt tùy thuộc vào tính chất của các cấu 
tử có trong cao. Cao cần loại bỏ hết dung môi còn sót lại để tránh các phản 
ứng phụ có thể có. Thực hành bằng cách cân lo chứa cao, lọ được đun cách 
thủy một khoảng thời gian, sau đó cân lại, nếu hai lần cân đều thấy lọ có 
trong lượng suýt soát nhau là dung môi đã được đuổi hết ra khỏi cao, 

Không nên tôn trữ hợp chất trong dung môi hữu cơ vì một vài loại hợp 
chất có thể có sự thay đổi không mong muốn trong cấu trúc hóa học. Thí dụ 
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dẫn xuất imin của 8ossypol nếu được bảo quản ở dạng bột khô sẽ luôn hiện 
diện Ở dạng imin, nhưng nếu được để trong dung môi, ở nhiệt độ phòng, sau 
một vài giờ (hoặc một vài ngày tùy theo từng dẫn xuất) sẽ có xảy ra sự hỗ 
biến imin - enamin như trình bày trong hình I. 

R 

Dẫn xuất H NN H N- 

Của ø0Ssypol OH C CHCI]; l Dẫn xuất 


xơ 1 OH „ 
(dạng imin) 2 _ nhiệt đô 2 © của gossypol 
l§i@ề OH phòng. lÊ OH (dạng enamin) 


(Với R = alky]) 

Hình †: Dần xuất imin của g0Ssypol nếu được ngâm trong dung môi, ở nhiệt độ phòng, 

sau một thời gian sẽ có xảy ra sự hỗ biến imin -enamin 

1.4.1. Lựa chọn dung môi để chiết tách 

Chọn dung môi phải có tính trung tính, không độc, không quá dễ cháy, 
hòa tan được hợp chất cần khảo sát; sau khi chiết tách xong, dung môi đó có 
thể được loại bỏ dễ dàng. Cần tránh các dung môi độc như benzen hoặc dễ 
cháy do có nhiệt độ sôi thấp như dietyÌ eter, carbon tetraclorur... 


Bảng 1: Các dung môi có độ phân cực tăng dẫn theo tham số Snyder 









lực của dung môi”. 


. Eo Nhiệt độ Độ nhớt 
Tên dung môi | (mN.S.m”) 


[mm  - [ g [ p [ pm —„Ố 
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—_——_————_—_—_— __— — ———_ KỸ THUẬT CHIẾT TÁCH HỢP CHẤT TỰ NHIÊN RA KHỔI CẬY Củ 
1,4-Dioxan 0,56 107 — ĐI§ 
Etyl a0etat 0,58 0.45 255 
Dieylanin 063 275 
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Acetonitril 





2-Propanol 
Etanol 
Metanol 
Nước 
Bảng 2: Các dung môi có độ phân cực tăng dần tùy theo hằng số điện 


môi và độ nhớt”). 


Chỉ số | Nhiệt| Hằng số : 
Tên dung môi | phân KH sôi lo = . 
20°G %0) ¡ (ở 25°G = 





JPentan 0,0 In mm 

1375 | 69 | 190 | 0433 — 

[1387 |98| - | 039 | 200 - 
Cyclohexan [1426 | 81] 20 | 100 | 200 _ 

PC | 16 | 1466 |77 | 22 | 097 | 263 _ 

Touan - 1496 |1ii| 238 | 059 | 285 
Xylen — | 25 | 1500 |139| - | 061 | 290 
Bmmman 2 | 27 | 1501 |80 | 23 | 065 | 280 





4344 ] 032 | 220 
183 | 230 | 210 
n-Butanol 39 | 1399 |1l8| - | 2498 | 215 7,81 











Tetrahydrofuran | 4/0 | 1,407 | 65 | 758 215 
n-Propanol | 4.0 | 1384 2,27 210 
Butyl acetat ¡ 40 | 1,394 1255| - | 073 — 

== [41 | 1446 
Etyl aoetat [44 | 1472 | 77 | 60 | 045 | 260 | 87 _ 


Dioxan 48 | 1422 |101| 2/2 
Acelon | 51 | 1359 | 56 | 207 | 0432 | 330 | 100 _ 
Metanol 51 | 1329 | 63 | 336 | 06 | 205 | 100 | 
Elanl | 52 | 14360 | 78 | 243 | 1⁄2 





đối rẻ tiền, có bán sản, độ nhớt thấp, tỉ trọng tương đối khác so với nước. 


cho silica). 


Cũng có thể sắp xếp độ phân cực của dung môi theo hằng số điện môi, 


độ nhớt... trình bày trong bảng 2. 

Các số liệu trong bảng I và 2 cho thấy có sự chênh lệch trong thứ tự sắp 
xếp độ phân cực của dung môi, đó là do các tác giả đã căn cứ vào các tiêu 
chuẩn khác nhau của các dung môi. 

1.4.2. Một số điều cần biết khi sử dụng dung môi để chiết tách 

hợp chất 


gặp nhất là chất làm dẻo hóa (plasticizer). Các chất làm dẻo thường gặp là 
đialkyl ptalat, tri-r-buty] acetv] citrat, tri--buty] phosphat... chúng lẫn vào 
dung môi do dung môi thường được chứa trong các thùng làm bằng nhựa dẻo. 
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Sở dĩ cô lập được di(2-etylhexyl) ptalat là do trước đó đã sử dụng một 
lượng lớn dung môi metanol, cloroform trong quá trình ngâm chiết cây cỏ 
ban đầu, sau đó, dung dịch chiết này được đuổi dung môi khiến cho số lượng 
chất làm dẻo hiện diện một cách đáng kể trong cao chiết. Muốn loại bỏ 
điisoocty] phtalat xin xem mục “loại bỏ một số tạp chất gây cản trở”. 


% Cloroform (CHC];), diclorometan (CH;C];) có thể tạo phản ứng với 
vài loại alcaloid như brucin, strychnin, ephedrin... đỂ tạo thành alcaloid dạng 
muối tứ cấp và một vài hợp chất giả tạo khác. Tương tự, các vết HC có thể 
gây ra sự phân hủy, sự khử nước, sự đồng phân hóa cho vài hợp chất hữu cơ. 


% Sử dụng metanol để chiết có thể cô lập được một số hợp chất giả tạo. 
Khi chiết nóng cây Trechonaetes laciniata với dung môi metanol thay vì cô 
lập được hợp chất trechonolid A thì tác giả đã cô lập được trechonolid B (do 
trechonohd A được metyl hóa khi được đun nóng trong metanol với sự hiện 
diện của vết aciđ). Tương tự khi chiết nóng cây Euchresta japonica với dung 
môi metanol tác giả đã cô lập được sản phẩm ester metyl của acid 12- 
Cystisineacetic, hợp chất này được cho rằng là sản phẩm ester hóa của hợp 
chất acid 12-cystisineacetic. 


*% DietyÌ eter (CzH;-O-C;H,) ít được sử dụng để chiết vì có nhiệt độ 
sôi thấp dễ cháy, độc, có thể gây mê cho người sử dụng và có khuynh hướng 
tạo thành peroxid (R-O-O-R) dễ gây nỗ. Peroxid này rất hoạt tính, có thể 
oxid hóa các hợp chất có mang nhiều nối đôi C=C liên hợp như carotenoid. 
Loại bỏ peroxid ra khỏi dietyl eter bằng cách lắc với FeSO¿ rồi chưng cất lại. 


% Aceton có thể tạo ra dẫn xuất acetonid nếu hợp chất chiết có chứa 
nhóm c¡s-1,2-diol hiện diện trong môi trường acid. 


% Chiết bằng dung môi được điều chỉnh thành môi trường acid hoặc 
môi trường kiểm có thể chiết được hợp chất đặc trưng (trước đó phải nghiên 
cứu kỹ): các antocyanin được chiết ra khỏi nguyên liệu cây tươi ban đầu bằng 
dung dịch metanol có chứa 1% (w/v) acid clohidric. Các alcaloid có thể được 
chiết bởi dung dịch acid hoặc kiểm. 

Chiết bằng môi trường acid hoặc kiểm có thể thuỷ giải các hợp chất 
#lycosid (môi trường acid sẽ cắt đứt glycosid tại nối acetal làm mất đi phần 
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đường) hoặc cắt đứt nối ester (môi trường kiểm) hoặc tạO ra sự chuyển vị, thí 
dụ hợp chất scopine trong cây ƑÏyoscyamus albus biến thành hợp chất oscine 
do sự chuyển vị epoxid. 


% Sau khi chiết, dung môi được thu hôi bằng máy cô chân không 
(evaporator) ở nhiệt độ 30-40°C, chưng cất ở nhiệt độ cao hơn có thể làm hư 
hại một số hợp chất kém bên nhiệt. 


1.5. Lựa chọn qui trình để chiết tách hợp chất ra khỏi mẫu cây 


1.5.1. Chiết hợp chất hữu cơ trọng lượng phân tử nhỏ, có tính 
thân dầu (Iyophilic) 


Trong quá trình nghiên cứu trên hướng tổng hợp hoặc hướng hóa học 
các hợp chất thiên nhiên, các nhà hóa học, luôn muốn cô lập một hợp chất 
tinh chất để xác định cấu trúc hóa học bằng các phương pháp hoá lý. 


Trong hướng tổng hợp, sau khi thực hiện phản ứng xong, đù có qua 
một số bước xử lý, sản phẩm thu được vẫn là hỗn hợp, thường gặp nhất là hỗn 
hợp có ba hợp chất, vì vậy vẫn cần phải sử dụng các phương phấp sắc ký 
khác nhau để tách nêng các hợp chất. Quá trình theo đõi các sản phẩm thu 
được từ việc sắc ký tương đối dễ đàng vì đã dự đoán được cấu trúc hóa học 
của các hợp chất này. 


Trong hướng hợp chất thiên nhiên, việc cô lập chất phức tạp hơn vì 


không biết được cây đan 8 khảo sát có chứa các hợp chất với cấu trúc hóa học 


dẫn, như thế mỗi loại cao chiết chứa tương đối ít hợp chất, giúp cho quá trình 
cô lập hợp chất tinh chất dễ dàng hơn. Nhìn chung cô lập được một hơp chất 
tình chất để xác định cấu trúc hóa học hoặc để thử nghiệm hoạt tính sinh học 


Muốn có các loại cao có độ phân cực khác nhau, sử dụng các dung môi 


chiết có độ phân Cực khác nhau, dựa trên nguyên tắc chung là “các chấy 
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giống nhau sẽ hòa tan như”: dung môi không phân cực hòa tan tốt các hợp 
chất không phân cực, dung môi có tính phân cực trung bình sẽ hòa tan tốt các 
hợp chất có tính phân cực trung bình và dung môi phân cực mạnh sẽ hòa tan 
tốt các hợp chất phân cực. 


Trong hình 2, dung môi và các nhóm chức hóa học được sắp xếp từ trên 
xuống dưới theo độ phân cực tăng dần. Có một số nhận xét như sau. 


©. Hình 2 minh họa khái quát sự hoà tan của dung môi ở nhiệt độ phòng. 
Nếu dung môi được gia nhiệt, khả năng hòa tan của nó sẽ tăng thêm và 
hoà tan được cả những hợp chất có độ phân cực mạnh hơn nó. 


e© Hình 2 minh họa khả năng hòa tan của dung môi đối với một nhóm 
chức hóa học. Trong khi đó, một hợp chất thiên nhiên thường có hai hay 
nhiều nhóm chức hóa học có tính phần cực khá khác biệt nhau, gây khó 
khăn trong việc lựa chọn dung môi phù hợp để hòa tan chất cần khảo 
sát, thí dụ như hợp chất œ-amyrin như hình sau. 


_~ 
~ 
- 


œŒ -Amyrin 
Phân tử có 30 carbon với khung suờn có mang một nối đôi 
- Vậy đây là loại alcan, alcen: nhóm chức ít phân cực. 
- Phân tử cũng mang một nhóm -OH là nhóm có tính 
phân cực mạnh 





e© Dung môi không có tính chọn lọc cao. Hình 2 cho thấy các loại dung 
môi có độ phân cực khác nhau có thể hoà tan các loại hợp chất giống 
nhau (phần gạch xéo xéo trong hình 2). 


Khi cần phải chiết lấy toàn bộ các hợp chất có trong bột cây, các nhà 


hóa học các hợp chất thiên nhiên thường hay sử dụng dụng môi là alcol 80% 


(etanol. metano)), vì loại dung môi này có khả năng thấm xuyên qua màng tế 
bào thực vật, cũng như có thể tạo nối hydrogen liên phân tử với các nhóm 
phân cực khác, nên được xem là đung môi vạn năng, có thể chiết được cả các 


hợp chất có. độ phân cực mạnh, vừa và vếu_ 
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Tuy nhiên, nếu chủ đích muốn nghiên cứu các chất béo trong cây (các 
alcan, alcol béo, ester béo...) thì tốt nhất vẫn là sử dụng eter dầu hỏa hoặc 
hexan. | 








Đung môi thông dung Nhóm chức hóa học thường gặp. 
Sử dụng trong KHẢ NÀNG trong các hợp chất hữu cơ 
phòng thí nghiệm HÒA TAN 
uy Alcan 
+ 3». f/-~”^” Š 
Eter dầu hỏa Alcen,alcin >C=C ; -C=C- Nhóm 
Dung Hexan .. : chức 
Ty Hợp chất thơm : 
môi Benzen - R7 MP C có 
tỏ Toluen . / Eter —O— ö tính 
khi Diclorometan m TP Aldehyd, con —CH=Q - =. tờ, 
“P Cloroform | `. 5 C~NH : hi 
Cực = Ester,amid ——C~O-—R ; —~C—NH; 4nE 
tăng Etyl acetat ~“ X⁄/// ° _ O dần 
dân T7 3M Ko ⁄/ 
etanol ` - Hydroxy,amin —QH : —NH; 
Butanol 
Nước T: l Acid carboxylic £~0Q-H 


` 
` 
- 
- 


Nình 2: Minh họa khái quát việc dung môi có độ phân cực khác nhau sẽ hoà tan ở 
nhiệt độ phòng các hợp chất có độ phân cực tương ứng (chỉ phù hựp với hợp chất đơn chức) 


© Quá trình sử dụng dung môi để hòa tan hợp chất, chiết lấy chất, là quá 
trình áp dụng phương pháp chiết rắn - lỏng với nhiều kỹ thuật thực 
nghiệm khác nhau (trình bày ở phần sau): Từ nguyên liệu đầu tiên là 
cây có hoặc dung dịch lên men các vi sinh vật, có nhiều kỹ thuật để có 
được các loại cao chiết khác nhau, như minh họa trong sơ đồ 1. 


___ Đầu tiên bột cây được chiết kiệt với eter dầu hỏa. Dung dịch chiết này 
được gộp chung lại, thu hồi dung môi sẽ có được cao eter dâu hỏa chứa các” 
loại hợp chất có tính không phân cực. Bột cây còn lại được chiết tiếp với ' 
cloroform, thu hỗi dung môi, thu được cao cloroform chứa các loại hợp chất 
có tính phân cực trung bình. Tiếp theo, bột cây được chiết với etyl acetate thu _ 
được cao etyÌ acetat, chứa các loại hợp chất có tính khá phân cực. Cuối cùng 
bột cây được chiết với metanol hoặc butanol thu cao metanol (hoặc cao 
butanol) chứa các loại hợp chất có phân cực mạnh. ' 
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Căn cứ vào tính phân cực của dung môi và của các hợp chất thiên 
nhiên, có thể dự đoán sự hiện diện của các loại hợp chất có độ phân cực khác 
nhau trong các loại cao trong sơ đồ I. 


Sơ đồ 1: Sơ đồ tổng quát điều chế các loại cao có độ phân cực khác nhau tử nguyên liệu cây 
ban đầu, với mục đích cô lập các hợp chất có tính ái dầu 


- Chiết kiệt với eter đầu hỏa 
- Lọc, thu hồi dung môi 


Bột cây còn lại 


- Chiết kiệt với cloroform 
- Lọe, thu hồi dung môi 


Bột cây còn lại 


- Chiết kiệt với etyÌ acetat 
- Lọc, thu hồi dung môi 


Bột cầy còn lại 


- Chiết kiệt với metanol 
hoặc butanol 
- Lọc, thu hồi dung môi 


Bột cây còn lại 


- Chiết với nước 
- Lọc, thu hối dung môi 


(Chứa hợp chất có : 


se Trong cao cter dâu hỏa hoặc cao hexan, cao dietyl eter: có thể có các 
hydrocarbon béo và thơm (như triglycerid, alcan mạch carbon đài, alcol 
béo, ester béo, acid béo..), các thành phần của tinh dầu (monoterpen, 
sesquiterpen, một vài diterpen bay hơi được), các sterol thực vật” 
(phytosterols), các chất màu thực vật như caroten... 






Cao eter dầu hỏa 


(Chứa hợp chất có 
tính phân cực kém) 


(Chứa hợp chất có 
tính phân cực trung bình) 


(Chứa hợp chất có 
tính phân cực khá) 










(Chứa hợp chấtcó | Cao metanol 
tính phân cực mạnh) | (hoặc butanol) 










Ghì chú: Tùy mục đích 
chiết, có thể bỏ qua mộ 
vài phân đoạn 





e©_ Trong cao cloroform hoặc cao etyÌ acetat: có thể có các Sesquiterpen, 
diterpen, coumarin, quinon, các aglycon do hợp chất ølycosid bị thủy 
giải, các monoglycosid (chỉ mang một phân tử đường), một số alcaloid 
loại base yếu. | _ 
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Trong Cao rmetanol hoặc cao nước: có thể có các chất màu thực vật như 
clorophyÌ, các glycosid (saponim...), các alcaloid Ở dạng muối tứ cấp, 
kết hợp với các acid hữu cơ, các acid hữu cơ, các muối amin, các tannin, 
các hydrat carbon có trọng lượng phân tử nhỏ như monosacarid, 
oligosacarid, một số polysacarid như: pectin, chất nhây, chất gôm..... 
các protein thực vật, các muối vô cơ NaC]1, KCI, CaC];... 


Lz¿ ý: Trong bất kỳ một loại hợp chất thiên nhiên nào. thí dụ như alcaloid, 


trong 


stcroid, flavonoid, iridoid.... cũng có thể có hợp chất có tính phân cực 
kém và loại hợp chất có tính phân cực mạnh là tuỳ vào việc hợp chất 
đó có mang nhiều nhóm thế có tính phân cực hoặc không phân cực. 


Thí dụ trong minh họa sau: flavon (A) có tính phân cực trung bình vì 
phân tử chứa các nhóm chức có tính phân cực trung bình, như nối đôi 


C=C, nhóm chức eter —-O—, nhóm chức ceton -CO-. Còn flavon (B) có tính 
phân cực mạnh vì trong phân tử chứa các nhóm chức có tính phân cực mạnh, 
như bốn nhóm ~OH gắn trên khung flavon và nhiều nhóm -OH trong phần 
đường gÌucose và rhamnose. 








O-Glucose-rhamnose 


OH O 
(A): Flavon có tính phân cực trung bình (B): Flavon có tính phân cực mạnh , 


Sơ đồ 1 là qui trình căn bản điều chế các loại cao có độ phân cực khác 
nhau. Trong thực tế, nhất là trong các phòng thí nghiệm có kinh phí hạn 
chế, muốn nghiên cứu thành phần hóa học các hợp chất có trong cây, 
người ta thường sử dụng ngay dung môi vạn năng là etanol hoặc 
metanol (do có giá rẻ) để chiết kiệt hết các hợp chất có trong bột cây. 
Sau khi đuổi dung môi, thu được cao alcol thô. Từ cao etanol thô chứa 
tất cả các loại hợp chất hữu cơ có trong cây, sử dụng kỹ thuật chiết rắn- 
lỏng hoặc chiết lổng-lỏng (trình bày tiếp liễn sau) với các loại dung môi ˆ 
có tính phân cực khác nhau để điều chế các loại cao có độ phân cực 
khác nhau. | 
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Nhắc lại rằng, nếu chủ đích muốn nghiên cứu các chất béo trong cây 
(các alcan, alcol béo, ester béo...) tốt nhất nên sử dụng ngay eter dầu hỏa 
hoặc hexan. 


1.5.2. Chiết hợp chất hữu cơ trọng lượng phân tử nhỏ, có tính ái 
nước (hydrophilic) 


Khảo sát các kết quả công bố trên Chemical Abstracts về việc cô lập 
các hợp chất hữu cơ mới trong tự nhiên cho thấy có khoảng 95% các hợp chất 
mới là loại hợp chất có tính thân dâu (yophilhc; lipid-soluble category). Việc 
này cho thấy có vẻ như trong thiên nhiên số lượng hợp chất có tính thân dầu 
nhiều hơn hợp chất có tính ái nước, và điều này cũng cho thấy việc cô lập 
một hợp chất có trọng lượng phân tử nhỏ, có tính ái nước khó khăn hơn nhiễu. 

Trong phép chữa trị theo y học cổ truyền, người dân thường nấu cây 
thuốc với nước, còn được gọi là sắc thuốc, để có dung dịch chiết nước đậm 
đặc sử dụng làm thuốc uống chữa bệnh. 


Sơ đổ 2: Sơ đồ tổng quát cô lận các hợp chất có tính thân nước - trọng lượng phân tử nhỏ 


_ { Phẩm vật sinh học ] (tươi hoặc đông lạnh bằng nitơ lỏng) 


- Chiết kiệt với nước hoặc dung dịch đệm hoặc metanol.... 
- Lọc, thu hồi dung môi ở chân không hoặc đông cô chân không 


Dung dịch đậm đặc 





- Siêu lọc hoặc sắc ký gel 





Phần đoạn chứa hợp chất Phân đoạn chứa hợp 
có trọng lượng phân tử nhỏ chất đại phân tử 


- Loại muối (nếu chiết bằng dung dịch đệm) 
- Chiết pha rắn (nhựa XAD; C18: polyamid...) 
- Hoặc chiết với dung môi phân cực (butanol, alcol amy!...) 






Hợp chất có tính 
phân cực trung bình 







- Sắc ký với môi trường phân Cực 
(Sephadex LH-20...) 
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Trong phòng thí nghiệm, muốn chiết các hợp chất có tính ái nước, 
người ta nghĩ dung môi phù hợp nhất để chiết những hợp chất này ra khỏi 
nguyên liệu ban đầu chính là nước vì điều này theo đúng nguyên tắc “các 
chất giống nhau sẽ hòa tan nhau”. Tuy nhiên, trong thực tế nhiều trường hợp 
sử dụng dung môi nước để chiết các phẩm vật sinh học tươi (Íresh biological. 
material) bằng phương pháp ngâm dầm (maceration) đã thất bại, không thể 
chiết các hợp chất có trọng lượng phân tử nhỏ-có tính ái nước ra khỏi nguyên 
liệu thực vật, dù rằng chiết với nước là phương pháp giống với cách dân gian - 
nấu cây cỏ để có nước thuốc sắc, uống để chữa bệnh. 


Có một số khó khăn khi chiết bằng dung môi là nước, như sau. 


© Nước có nhiệt độ sôi khá cao, áp suất hơi lại nhỏ nên sau khi chiết, rất 
khó đuổi nước ra khỏi dung dịch chiết. Muốn đuổi nước mà vẫn bảo 
đảm chất lượng sản phẩm thì tốt nhất nên sử dụng kỹ thuật đông cô 
chân không (lyophilization) với máy rất đắt tiền. 


s . Nước không thể chiết được hợp chất có trọng lượng phân tử nhỏ-có tính 
ái nước là do các hợp chất này hiện diện trong cây cỏ ở trong trạng thái . 
được bảo vệ. Sự bảo vệ rất đa dạng: hợp chất bám đính vào màng tế 
bào, được trữ ở bên trong tế bào thực vật, được che chắn bên ngoài bởi 
các nguyên vật liệu có tính ái dầu .... Có thể khắc phục các khó khăn ` 
nêu trên bằng cách sử dụng riêng lẻ hoặc kết hợp các kỹ thuật sau: sử 
dụng chậu siêu âm (sonication: erlen có chứa dung dịch chiết được đặt 
vào một chậu siêu âm trong vài phút); đun nóng; đông khô chân không; 
cho tiêu hủy bởi enzym. 


Điều này không xảy ra khi chiết các hợp chất có tính thân dầu bởi vì 
các dung môi hữu cơ có khả năng phá hủy màng tế bào thực vật. ' 


® Dung dịch nước chiết là môi trường tốt cho sự phát triển các vi sinh vật: 
sau một thời gian tồn trữ dung dịch nước sẽ bị lên mốc. Muốn tránh - 
điều này phải giữ dung dịch chiết trong phòng lạnh hoặc cho thêm hoạt - 
chất kháng nấm mốc vào dung dịch này thí dụ như chất: azid natri, 
NaN;, tuy nhiên có tác giả để nghị không nên sử dụng vì cho rằng azid 
natri (Na”":N=N=N:`) do có các đôi điện tử tự do trên nitơ, có thể cho 
phản ứng hoá học với một vài loại hợp chất, để tạo ra dẫn xuất triaza. 
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““.... `. 
e Sự chiết bằng nước cũng cô thể chiết luôn một số enzym như peptidas€, 
_ gÌycosidase, sulfatase, oxydase... Quá trình chiết nước đã làm họat hóa 
các enzym này vì thế nếu hợp chất cần khảo sát lại nhạy cảm với một 
trong các loại enzym do enzym phát huy tác dụng làm cắt đứt nối, hệ 

_ quả là sẵn phẩm thu nhận không còn giống như nguyên thủy của nó. 


Một thí dụ điển hình là việc cô lập hợp chất glycosid trợ tim trong cây 
Digitalis là hai hợp chất purpurea ølycosid A và purpurca glycosid B. Với 
phương pháp chiết nước thông thường, người ta chỉ cô lập được hai aglycon: 


+ 


digitoxin và gitoxin mà không thể chiết được hợp chất glycosid nguyên thủy, 
do men j-glusosidase đã cắt mất phần đường glucos€ của hợp chất glycosid. 
Tuy nhiên sẽ thu được giycosid nếu trước khi: chiết đã làm bất hoạt 
(deactivation) hoặc làm biến tính (denaturation) các enzym đó bằng cách 
đun nóng nhanh hoặc xử lý với alcol. Các nghiên cứu cho thấy xử lý bằng 
alcol cũng không thể làm bất hoạt enzym vì thế tốt nhất là sử dụng phương 
pháp siêu lọc (ultrafiltration) hoặc sắc ký lọc gel (gel filtrauion) để nhanh 
chóng loại bỏ các phân đoạn có chứa các hợp chất có trọng lượng phân tử lớn, 
có chứa enzym. 


Trong phòng thí nghiệm, muốn chiết các hợp chất có tính ái nước, 
người ta thường chọn một số dung môi hữu cơ có tính phân cực như etanol, 
metanol hoặc hỗn hợp metanol-nước hoặc etanol-nước... mặc dù có thể các 
dung môi này không phải là dung môi tối ưu để hòa tan hợp chất đang mong 
muốn chiết. Các dung môi này được lựa chọn vì chúng dễ chưng cất thu hồi 
hơn so với nước. 


Trong đa số trường hợp, muốn chiết (hoặc tách cao chiết thô thành các 
phân đoạn khác nhau) hợp chất hữu cơ trọng lượng phân tử nhỏ-có tính ái 
nước người ta thường sử dụng dung dịch đệm. Tuy vậy, viỆc sử dụng dung 
dịch đệm cũng có nhược điểm như sau 

- Muốn có thể chiết tốt các chất cần khảo sát, phải tìm cho ra được 
khoảng pH và nông độ thích hợp của dung dịch đệm. 


- Việc đuổi dung dịch đệm ra khỏi dung dịch để thu được cao chiết khô 
gặp nhiễu khó khăn. Để khắc phục việc này, có thể sử dụng một số loại dung 
dịch đệm có khả năng bay hơi, có thể được loại đi bằng kỹ thuật đông cô 
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chân không ( yophilization) hoặc nhờ máy cô quay chân không, tuy vậy cũng 
không phải đễ dàng mà cần phải rửa nhiễu lần với nước để loại hoàn toàn 
chất của dung dịch đệm. 


Một số loại dung dịch đệm được trình bày trong bảng 3. 
Bảng 3‡ Một vài loại dung dịch đệm có khả năng bay hơi. _ 


Dung dịch đệm 0H 
Amonium biEarbonat - | | 5,0— 7,0 
Amonium acetat 
Pyridin : acid acetic (1ó,1: 278,5) _ 3/1 
Pyridin : acid acetic (161,2: 143,2) 3,0 


Eyridin : acid acetic: œ-picolin (11,8: 01: 28,2) 80 | 
acetic: 2,4,5-collidine (0:04:10) . mm. 


Pyridin : acid| acetic: N-cthylmorpholine (7,5: 0,1—0,5 : 125) 93 


2. CÁC KỸ THUẬT CHIẾT TÁCH HỢP CHẤT RA KHỎI CÂY 


Có nhiều| cách để chiết tách hợp chất hữu cơ ra khỏi cây cỏ. Các kỹ 
thuật đều xoay quanh hai phương pháp chính là chiết lỏng-lỏng và chiết 
rắn-lỏng. | 


Trong thực nghiệm, việc chiết rắn-lỏng được áp dụng nhiều hơn, gồm 
sự ngấm kiệt (pe rColation), sự ngâm dầm (maceration), sự trích với máy chiết 
Š3oxhlet... Sự chiết bằng cách nấu nguyên liệu cây với nước còn được gọi là 
nước sắc. Ngoài ra, còn có sự chiết với phương pháp lôi cuốn bằng hơi nước, 
phương pháp sử dụng chất lỏng siêu tới hạn (supercritical fluid method).... 


2.1. Kỹ thuật chiết lỏng - lỏng (Liquid-liquid extraction) 


Kỹ thuật này còn được gọi là sự chiết bằng dung môi (Solvent 
©Xfraction). Cao lalcol thô ban đầu (thí dụ bột cây được tận trích với metanol - 
80%, đuổi dung môi thu được cao alcol thô ban đầu) hoặc đưng dịch ban đầu 
(thí dụ dung dịch sinh học) đều chứa hầu hết các hợp chất hữu cơ từ phân cực 
đến không phân lcực vì thế rất khó cô lập được riêng những hợp chất tinh 
khiết để thực hiện các khảo sát tiếp theo. Kỹ thuật chiết lỗng-dỏng được áp 





' KỸ THUẬT CHIẾT TÁCh HỢP CHẤT TỰ NHIÊN Ra Khỏ; CÂY Củ 
dụng để phân chịa CaO alcol thô ban đầu hoặc dung dịch ban đầu thành những 


phân đoạn có tính phân cực khác nhau. 


bằng, được biểu diễn bằng hằng số phân bố K. 


c- Cạ= Nồng độ của chất tan trong pha (a) tại Blai đoạn cân bằng 


K=:- Cb C\= Nổng độ của chất tan trong pha () tại giai đoạn cân bằng 


Mục đích chính CỦa sự chiết bằng dung môi là để sợ bộ tỉnh chế hóa 
một hợp chất nào đó, Nếu một chất tan X hoặc những chất tương đồng với 


khác có cấu trúc hóa học không tương đồng với X lại có hằng số phân bố nhỏ 


“ 


Hằng số phân bố của những chất tan tương đối ít thay đổi theo nhiệt độ 
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Rất nhiều chất biến dưỡng thứ cấp như penicillin có hằng số phân bố 
khác hẳn nhau trong môi trường pH khác nhau, người ta đã dựa vào các tính 
chất này để chiết lấy chúng ra khỏi dung dịch ban đầu. _ 

Hình 3 cho thấy một vài chất kháng sinh có hằng số phân bố khác nhau 
trong dung môi chiết có pH khác nhau để thấy pH của môi trường chiết giữ 
vai trò quan trọng. _ 


sp . 100/0 — | 
E xế: | N| Z“ ¬Penicillin 
ö 
*X© ẽ 
£ S 100— 
‹«q ‹© 
c E 
re 
v^ S9. 
sẽ 
EÐ 10—~ Penicillin G 
Nộ pH 





S4. 3 1 $§ ¿ na 


Hình 3: Khả năng hòa tan khác nhau của một vài chất kháng sinh _ 
trong dung môi có pH khác nhau 


Bảng 4: Điều kiện pH của dung môi để chiết một số chất kháng sinh 











PeniclinG | Môi trường đã loại 20 

bỏ tế bào Amyl] acetat | 

Adrianmycin | Tế bào nuôi cấy đã 
lọc bổ môi trường 
Môi trường đã loại 


: bỏ tế bào 
bỏ tế bào ceton 
| lọc bỏ môi trường điclorometan (1:2) 
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TH TC TẤT HỢ CHẤT TỰ NHỄN BA HỒ CẬy cộ 


Nisin Môi trường đã loại diclorometan + _ 4,5 l 
Ị bỏ tế bào Octanol 

| Acid fusidic Môi trường đã loại Mety] 1SObuty] 6,8 ] 
b bồ tế bào ceton 

| Bacitracin Môi trường đã loại -Butanol 70 

L bỏ tế bào | 





Griseofulvin Môi trường đã loại Đuty] acetat 


bỏ tế bào 
Bia Môi trường đã loại 








Trung hòa 


^ 


Kiểm 


Amyl] acetat 









bỏ tế bào 
Môi trường đã loại 
bỏ tế bào 


† €tyÌ acetate 
Salomycin Môi trường đã loại - Butyl acetat 
bỏ tế bào | 


Bảng 4 trình bày các chất kháng sinh (sản phẩm y dược), là những chất 
acid yếu hoặc base yếu, đã được chiết ra khỏi môi trường nuôi cấy tế bào 
bằng dung môi có pH xác định, 

2.1.2. Quá trình thực hành sự chiết lỏng - lỏng (Hình 4) 

Kỹ thuật chiết lỏng—lỗng thường được áp dụng để 





Macrolid Mety] 1SObuty] 


ceton 
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Pha hữu cơ 
\ (chứa hợp chất 
rã tan tốt vào pha 
AC hữu cơ) ` Vết của 
: Vết của | pha hữu 
Pha nước pha nướ CƠ 
(chứa cao alcol 
Ä- ¿2 
VAP/ARN) Sử dụng sắc ký Sau khi giải li bản 
ni lớp mỏng đểtheo — mỏng, biết dung môi 
TU lớn — ~ dõi quá trình chiết — đã chiết được hai chất 


ì 


Hình 4: Kỹ thuật chiết lỗng-lỏng (Pariition) 


Việc chiết lỏng-lỏng được thực hiện bằng bình lóng, trong đó cao alcol 
thô ban đâu được hòa tan vào pha nước. Sử dụng lần lượt các dung môi hữu 
cơ, loại không hòa tan với nước hoặc loại có thể hỗn hợp được với nước, để 
chiết ra khỏi pha nước các hợp chất có tính phân cực khác nhau (tùy vào độ 
phân cực của dung môi). Tùy vào tỈ trọng so sánh giữa dung môi và nước mà 
pha hữu cơ nằm ở lớp trên hoặc ở dưới so với pha nước. 

Việc chiết được thực hiện lần lượt từ dung môi hữu cơ kém phân cực 
đến dung môi phân cực thí dụ như: eter dầu hỏa hoặc hexan, eter etyl, 
cloroform, etyl acetat, butanoL.. Với mỗi loại dung môi hữu cơ, việc chiết 
được thực hiện nhiều lần, mỗi lần một lượng nhỏ thể tích dung môi; chiết đến 
khi không còn chất hòa tan vào dung môi thì đổi sang chiết với dung môi có 
tính phân cực hơn. Dung dịch của các lần chiết được gom chung lại, làm khan 
nước với các chất làm khan như Na;SOx, MgSOx, CaSOx, .... đuỗi dung môi, 
thu được cao chiết. 


Muốn kiểm trả xem các hợp chất nào đã được chiết vào pha hữu cơ 
cũng như các hợp chất nào còn ở lại trong pha nước và chiết bao nhiêu lần thì 
hoàn tất... có thể sử dụng sắc ký lớp mỏng; trên bản mỏng cần so sánh đồng 
thời vết của pha nước và của pha hữu cơ. Sự chiết bởi một dung môi cụ thể 
nào đó được gọi là hòan tất khi lần chiết thứ m, trên bản mỏng không còn nhìn 
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thấy vết của chất đó trong pha nước cũng như trong pha hữu cơ. Cũng có thể 
kiểm tra bằng cách nhỏ một giọt dung dịch chiết lần thứ z lên trên một tấm 
kiếng sạch, sau khi bay hết dung môi, không còn để lại vết gì trên mặt kiếng. 


Cần lưu ý rằng sự chiết lỗng-lỗng được thực hiện ở nhiệt độ phòng, nếu 
gia tăng nhiệt độ cho dung môi thì khả năng hòa tan của dung môi sẽ tăng lên 
và nguyên tắc nêu trên sẽ có nhiều sự thay đối. 


Kỹ thuật chiết lỗổng-lỗng có nhược điểm là do phải lắc bình lóng nhiều 
lần, nên ở những lần chiết sau, dung môi trong bình lóng tạo nhũ tương, gây 
khó khăn trong việc tách pha thành hai lớp. Để khắc phục nhược điểm này, 
có thể sử dụng các cách như trình bày sau, hoặc sử dụng phương pháp trích 
pha rắn (solid phase extraction). _ 


2.1.3. Một vài đặc điểm cần lưu ý khi sử dụng dung môi trong sự 
chiết lỏng — lỏng | 


* Khi dung môi trong bình lóng tạo nhũ tương, sử dụng một đũa thủy 
tỉnh đài đưa vào trong bình lóng, khuấy nhẹ dung dịch hoặc cọ xát nhẹ vào 
thành bình, chỗ mặt thoáng của dung dịch nhằm phá vỡ các bọt khí để dung 
dịch nhanh chóng phân thành hai lớp. Cũng có thể phá bọt bằng cách ly tâm 
dung dịch. | 


% Muối NaCl làm giảm sự hoà tan vào nhau giữa acetonitril và nước. 
Một lượng tối thiểu khoảng 20 gø NaCl được cho vào một lít dung dịch gồm 
acetontrl: nước (1:1) sẽ làm dung dịch này tách thành hai lớp, lớp trên với 
lượng thể tích nhỏ là acetonitril, lớp dưới với lượng thể tích nhiễu là nước. 
Nếu tiếp tục cho thêm NaC] vào hỗn hợp dung dịch nói trên thì lớp acetontril 
càng tách ra càng nhiều. 


% Acetonitril có hằng số phân chia mạnh đối với toluen. Một lượng tối 
thiểu khoảng 25 ml toluen được cho vào một lít dung dịch gồm acetonitril: 
nước (1:1) sẽ làm dung dịch này tách thành hai lớp, lớp trên với lượng thể tích 
200 ml là acetonitril, lớp dưới với lượng thể tích 825 ml là nước. Nếu tiếp tục 
cho thêm toluen vào hỗn hợp dung dịch nói trên, lớp acetonitril càng tách ra 
càng nhiều. 
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% Độ hòa tan của một vài hợp chất thay đổi đáng kể khi có sự hiện 
diện của nước. Thí dụ độ hòa tan của hợp chất immunomycin trong metanol 
giảm từ 400 g/L xuống còn 40g/L khi lượng nước tăng từ 0% lên 25%, 


2.2. KỸ THUẬT CHIẾT RẮN — LỎNG 
2.2.1. Kỹ thuật chiết ngấm kiệt (Percolation) (Hình 5) 


Phương pháp được sử dụng phổ biến vì không đòi hỏi thiết bị tốn kém, 
phức tạp. l 


X Dụng cu: gồm một bình ngấm kiệt bảng thủy tinh, hình trụ đứng, 
dưới đáy bình là một van khoá để điều chỉnh vận tốc của dung dịch chảy ra; 
một bình chứa đặt bên dưới để hứng dung dịch chiết. Phía trên cao của bình 
ngấm kiệt là bình lóng để chứa dung môi tinh khiết. 


% Thực hành: Bột cây được xay thô, lọt được qua lỗ rây 3 mm. Mẫu 
không nên to hơn vì sẽ chiết không kiệt, mẫu được xay quá mịn hoặc mẫu có 
tính nhầy nhựa hoặc có thể trương nở.. sẽ cản trở dòng chảy. Đáy của bình 
_ngấm kiệt được lót bằng bông thủy tinh và một tờ giấy lọc. Bột cây được đặt 
vào bình, lên trên lớp bông thủy tỉnh, lên gần đây bình. Đậy bề mặt lớp bột 
bằng một tờ giấy lọc và chặn lên trên bằng những viên bi thủy tinh để cho 
dung môi không làm xáo trộn bể mặt lớp bột. Từ từ rót dung môi cần chiết 
vào bình cho đến khi dung môi phủ xấp xấp phía trên lớp mặt. Có thể sử 
dụng dung môi nóng hoặc nguội. 





Để yên sau một thời gian, thường là 12 -24 giờ. Mở van bình ngấm kiệt 
cho dụng dịch chiết chẩy ra từng giọt nhanh và đồng thời mở khóa bình lóng 
để dung môi tỉnh khiết chảy xuống bình ngấm kiệt. Điệu chỉnh sao cho vận 
tốc dung môi tinh khiết chảy vào bình ngấm kiệt bằng với vận tốc dung dịch 
chiết chảy ra khỏi bình này. 
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CC —_ KỸTRUẬT CHIẾTTÁC THUẬT CHIẾT TÁCH HỢP CHẤT TỰ NHIÊN RA KHỎI CÂY CỦ 


N Dung môi tinh khiết 











Giấy lọc CŒOCCGð-——vien bi thủy tính 
` tật 
Xã x 
Bột cây 
MGR20% — Bông thủy tình 
1U 
©® 
® 
` Dung dịch chiết 


Hình 5: Kỹ thuật chiết ngấm kiệt (Percolation) 
(Vận tốc dung môi chảy vào bình chứa bội cây bằng vận tốc dung môi chảy ra) 


% Hiệu quả của phương pháp: So sánh với phương pháp ngâm dâm, 
phương pháp này đòi hỏi thiết bị phức tạp hơn một chút nhưng hiệu quả lại 
cao hơn và ít mất công hơn, vì đây là quá trình chiết liên tục, dung môi trong 
bình ngấm kiệt đã bão hòa mẫu chất sẽ được liên tục thay thế bằng dung môi 
tinh khiết. | 
— Kiểm tra việc chiết kiệt mẫu bột cây bằng sắc ký lớp mỏng hoặc nhỏ 
một giọt dung dịch chiết lên tấm kiếng sạch, để bốc hơi và xem có còn để lại 
vết gì trên mặt kiếng hay không, nếu không còn vết gì là đã chiết kiệt. 

_ 9,2.2. Kỹ thuật chiết ngâm dầm (Maceration) (Hình 6) 

Kỹ thuật ngâm dâm cũng tương tự như kỹ thuật chiết ngấm kiệt nhưng 
không đòi hỏi thiết bị phức tạp, vì thế có thể dễ dàng thao tác với một lượng 
lớn mẫu cây. Ngâm bột cây trong một bình chứa bằng thủy tỉnh hoặc bằng 
thép không rỉ, bình có nắp đậy. Tránh sử dụng bình bằng nhựa vì dung môi 
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hữu cơ có thể hòa tan một ít nhựa, gây nhầm lẫn là hợp chất đó có chứa trong 
cây. 

Rót dung môi tỉnh khiết vào bình cho đến xấp xấp bề mặt của lớp bột 
cây. Giữ yên ở nhiệt độ phòng trong một đêm hoặc một ngày, để cho dung _ 
môi xuyên thấm vào cấu trúc tế bào thực vật và hoà tan các hợp chất tự 
nhiên. Sau đó, dung dịch chiết được lọc ngang qua một tờ giấy lọc; thu hồi 
dung môi sẽ có được cao chiết. Tiếp theo, rót dung môi mới vào bình chứa - 
bột cây và tiếp tục quá trình chiết thêm một số lần nữa cho đến khi chiết kiệt 
mẫu cây. 


Giấy lọc 






Phếu thủy tỉnh 


Bột cây 
Dung dịch 
chiết qua lọc | 


Hình 6: Kỹ thuật chiết ngâm dầm (Maceration) 


Có thể gia tăng hiệu quả sự chiết bằng cách thỉnh thoảng đảo trộn, xốc 
_ đều lớp bột cây hoặc có thể gắn bình vào máy lắc để lắc nhẹ (chú ý nắp bình 
bị bung ra làm dung dịch chiết bị trào ra ngoài). 

Mỗi lần ngâm dung môi, chỉ cần 24 giờ là đủ, vì với một lượng dung 
môi cố định trong bình, mẫu chất chỉ hòa tan vào dung môi đến đạt mức bão 
hòa, không thể hòa tan thêm được nhiều hơn, có ngâm lâu hơn chỉ mất thời 
gian. Nhắc lại qui tắc chiết là chiết nhiều lần, mỗi lần một ít lượng dung môi. 

Dung môi sau khi được thu hồi, được làm khan nước bằng các chất làm 
khan và được tiếp tục sử dụng để chiết các lần sau. 
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2.2.3. Kỹ thuật chiết bằng máy chiết Soxhiet (Hình 7) 


Máy có bán sẵn với nhiều cỡ lớn nhỏ khác nhau, từ bình cầu 250 mi 
đến 15 lít. 


% Dụng cụ: máy gồm ba bộ phận tháo ráp được tại các vị trí nút mài 
(1), (2) và (3). Gồm một bình cầu A đặt trong một bếp đun có thể điều chỉnh 
nhiệt độ. Một bộ phận chứa mẫu bột cây, gồm ba ống: ống D có đường kính 
lớn, ở giữa, để chứa bột cây; ống B có đường kính trung bình, để dẫn dung 
môi từ bình A bay lên, đi vào ống D chứa bột cây; ống E có đường kính nhỏ, 
là ống thông nhau, để dẫn dung môi từ D trả on Sảo trở lại bình cầu A. Trên 
cao nhất là ống C ngưng hơi. 


*% Thực hành: Bột cây xay thô được đặt trực tiếp trong ống D hoặc tốt 
nhất là đặt trong một túi vải để dễ lấy bột cây ra khỏi máy. Lưu ý đặt vài viên 
bị thuỷ tỉnh dưới đáy ống D để tránh làm nghẹt lối ra vào của ống thông nhau 
.E. Không được để lượng bột cây trong ống D cao vượt hơn mức cong của ống 
thông nhau E. 


_ Rót dung môi đã lựa chọn vào bình cầu bằng cách tháo hệ thống ở chỗ 
nút mài số (2), như thế dung môi sẽ thấm ướt bột cây rồi mới chạy xuốnz 
bình cầu, ngang qua ngõ ống thông nhau E. Lưu ý để thể tích lượng dung mô! 
trong bình cầu không được nhiều hơn hai phần ba thể tích của bình cầu. 


Kiểm tra hệ thống kín. Mở cho nước chảy hoàn lưu trong ống ngưng 
hơi. Cắm bếp điện và điêu chỉnh nhiệt sao cho dung môi trong bình cầu sôi 
nhẹ đều. Dung môi tinh khiết khi được đun nóng sẽ bốc hơi lên cao, theo ống 
B lên cao hơn, rồi theo ống ngưng hơi để lên cao hơn nữa, nhưng tại đây hơi 
dung môi bị ống ngưng hơi làm lạnh, ngưng tụ thành thể lỏng, rớt thẳng 
xuống ống D đang chứa bột cây. Dung môi ngấm vào bột cây và chiết những 
chất hữu cơ nào có thể hòa tan vào dung môi. Theo quá trình đun nóng, lượng 
dung môi rơi vào ống D càng nhiều, mức dung môi dâng lên cao trong ống D 
và đồng thời cũng dâng cao trong ống E, vì đây là ổ ống Chu nhau. Đến một 
mức cao nhất trong ống E, dung môi sẽ bị hút về bình cầu A, lực hút này sẽ 
rút hết lượng dung môi đang chứa trong ống D. 
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 —-.—=-... số. 

Bếp vẫn tiếp tục đun và một qui trình mới vận chuyển dung môi theo 
như mô tả lúc đầu. Các hợp chất được hút xuống bình cầu và nằm lại tại đó, 
chỉ có dung môi tỉnh khiết là được bốc hơi bay lên để tiếp tục quá trình chiết. 
Tiếp tục đến khi chiết kiệt chất trong bột cây (dung môi eter dầu hỏa chỉ _ 
chiết kiệt những chất kém phân cực nào có thể tan được trong eter dâu hỏa 
nóng). 


Kiểm tra sự chiết kiệt bằng cách tắt máy để nguội và mở hệ thống chỗ _ 
nút mài (3), rút lấy một giọt dung môi và thử trên mặt kiếng, nếu thấy không 
còn vết gì trên kiếng là đã chiết kiệt. 

Sau khi hoàn tất, lấy dung môi chiết ra khỏi bình cầu A, đuổi dung môi, 
thu được cao chiết. 


dì 


Ống ngưng hơi C 









„Nút mài (3) 
-___—Nhtmài @) 


SS200055 Chú ý: Bột cây trong ống D 
không nên cao hơn mức này 


Túi vải chứa 
bột cây 


Ống thông nhau E 
thủy tỉnh ` 
XS Nút mài (1) 


Dung môi 


Bếp đun 


⁄ứ 


Hình 7: Chiết bằng máy Soxhilet 
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KỸ THUẬT CHIẾT TÁCH HỤP CHẤT TỰ NHIÊN RA KHỎI CÂY CŨ 


Một số lưu ý 
| % Các hợp chất chiết được trữ trong bình cầu A, đến một lúc nào đó 

nông độ của chất đạt đến mức bão hòa thì cần phải thay dung môi mới. 

*x Tuỳ trường hợp, việc chiết có thể kéo dài trong vài ngày. Muốn 
nghỉ, ra về, cần tắt bếp điện trước, chờ thêm ba mươi phút sau mới tắt ống 
nước làm lạnh ống ngưng hơi. 

% Khi thực hiện sự chiết với ¡ dung môi có nhiệt độ sôi thấp, phòng thí 
nghiệm ở xứ nóng, cần lưu ý xem ống ngưng hơi có đủ sức làm ngưng tụ hơi 
hay không, nếu không, sẽ thấy khí bốc ra khỏi hệ thống từ đầu trên cao của 
ống ngưng hơi, trong trường hợp đó cần tìm cách nối dài thêm ống ngưng hơi. 
Lưu ý đây là hệ thống hở, phần bên trong của hệ thống thông với không khí 
bên ngoài nhờ ống ngưng hơi, vì thế khi nối đài ống ngưng hơi không được 
làm ống bị bít. 

% Sau khi chiết kiệt với một loại dung môi, thí dụ với ter đầu hỏa, 
muốn tiếp tục chiết với một dung môi có tính phân cực hơn, thí dụ cloroform: 
rút bao chứa bột cây ra khỏi ống D, mở miệng bao cho dung môi bay hết, rồi 
cho bao trở lại vào ống D, rót dung môi mới là cloroform vào, bắt đầu qui 
trình chiết mới. 


Ưu điểm của kỹ thuật 
% Tiết kiệm dung môi, chỉ một lượng ít dung môi mà chiết kiệt được 
mẫu cây. Không phải tốn công lọc và châm dung môi mới. 
% Không tốn các thao tác lọc và châm dung môi mới như các kỹ thuật 
khác. Chỉ cần cắm điện, mở nước hòan lưu là máy sẽ thực hiện sự chiết. 


% Chiết kiệt hợp chất trong bột cây vì bột cây luôn được liên tục chiết 
bằng dung môi tinh khiết. 


Nhược điểm của kỹ thuật 


% Kích thước của máy Soxhlet làm giới hạn lượng bột cây cần chiết. 
Máy loại lớn nhất với bình cầu dung tích mười lăm lít (15 lí, có thể chứa 
một lần đến 10 lít dung môi; ống D có thể chứa 800 gam bột cây xay nhỏ. 
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Với máy nhỏ hơn, chỉ có thể cho vào mỗi lần vài trăm gam bột cây, muốn 
chiết lượng lớn bột cây cân phải lặp lại nhiều lần. _ 


% Trong quá trình chiết, các hợp chất chiết ra từ bột cây được trữ lại 
trong bình cầu A, nên chúng luôn bị đun nóng ở nhiệt độ sôi của dung môi vì 
thế nếu có hợp chất nào kém bền nhiệt thí dụ như carotenoid có thể bị hư hại. ' 


% Do toàn hệ thống của máy đều bằng thủy tính và được gia công thủ 
công nên giá thành một máy khá cao. Máy bằng thủy tinh nên dễ vỡ, trong - 
đó các bộ phận của máy, nhất là các nút mài do được gia công thủ công nên 
chỉ cần làm bể một bộ phận nào đó thì khó tìm được một bộ phận khác có thể 
vừa khớp để thay thế. 


2.2.4. Kỹ thuật chiết bằng máy chiết Kumagawa (Hình 8) 


Sử dụng máy chiết Kumagawa với thiết bị, nguyên tắc giống như máy 
chiết Soxhlet, chỉ khác ở túi đựng bột cây được đặt gần nguồn nhiệt hơn. 


Có thể biến cải kỹ thuật này với những dụng cụ thủy tinh đơn giản có 
thể dễ đàng tìm được trong phòng thí nghiệm: bình cầu (ngâm bột cây trực 
tiếp trong bình này) và ống ngưng hơi. Sau một thời gian đun cần thiết, dung 
dịch chiết được rót ra và lọc ngang giấy lọc. Dung môi mới được cho vào bình 


cầu và tiếp tục chiết vài lần như thế đến khi chiết kiệt. 


dh 


Ống ngưng hơi 





Túi vải chứa 


Hình 8: Chiết hằng máy 
Kumagawa _ 


KỸ THUẬT CHIẾT TÁCH HỢP CHẤT TỰ NHIÊN RA KHỎI CÂY C 





Uu, nhược điểm: Do chiết nóng nên khả năng hòa tan của dung môi 
được gia tăng, có thể hòa tan tốt những hợp chất rất phân cực. Tuy vậy, bột 
cây luôn được ngâm trong dung môi nóng nên các hợp chất kém bền nhiệt có 
thể bị hư hại. 


2.2.5. Kỹ thuật chiết bằng lôi cuốn theo hơi nước (Hình 9) 


Kỹ thuật đặc trưng để chiết ra khỏi cây cỏ các loại hợp chất có tính chất 
bay hơi được, thí dụ như tỉnh dầu. 

Muốn khảo sát tỉnh dầu của cây nên tiến hành việc lôi cuốn hơi nước 
trên mẫu cây tươi để tránh thất thoát tinh dầu vì tỉnh dầu có tính bay hơi. Các 
nghiên cứu cho thấy với mỗi loài cây, hàm lượng và thành phân hoá học của 
tỉnh dầu sẽ khác nhau tùy theo bộ phận của cây, thổ nhưỡng nơi cây mọc, thời 
gian để héo cây trước khi thực nghiệm cũng như ĐẠY thuật sử dụng để „ tỉnh 
dầu ra khỏi cây. 


°, Nước m— (] 





Ống ngưng hơi 
Nước vô 
_—.s...... 
Tinh dầu nhẹ 
ST VI 4-1 me Ông nhánh ngang 
nổi lcn trên thông nhau | Lớp nước 
Lớp nước CuÊn 
| Tinh dầu nặng 
0 Van khóa hơn nước, chìm 
xuống dưới 
Ta 





(9 a): Kiểu ống gạn sử dụng khi 


tỉnh dầu nhẹ hơn nước ( b): Kiểu ống gạn sử dụng khi 


tỉnh dầu nặng hơn nước 


Hình 9: Chiết bằng lôi cuốn hơi nước. Kiểu cải tiến Dean-Stark 


4I 


CHƯƠNG 1 





X Dụng cụ: Có thể tự ráp lấy hệ thống lôi cuốn hơi nước kiểu cổ điển 
với những dụng cụ thủy tỉnh có sẩÃt trong phòng thí nghiệm (bình cầu, erlen, 
bếp đun, ống ngưng hơi, các ống nối bằng thủy tỉnh....) hoặc theo kiểu cải tiến 
Dean-Stark (là tên của hai nhà khoa học) với nguyên tắc giống như kiểu cổ 
điển nhưng hệ thống gọn gàng hơn, nhờ sử dụng một ống gạn. Kiểu cải tiến - 
Dean-Stark có hai loại ống gạn: để sử dụng với loại tỉnh dâu nhẹ hơn nước 
(Hình 2a) hoặc loại nặng hơn nước (hình 9b). Trên thành ống gạn có khắc các 
vạch (mL) để giúp biết ngay thể tích tính dâu vừa được lôi cuốn. _ 


% Thực hành: Sự lôi cuốn hơi nước thường được thực hiện trên cây 
tươi mới thu hái về Mẫu cây được cắt nhuyễn, được đặt vào bình cầu, cho 
nước cất vào bình sao cho phần thể tích của cả mẫu cây và nước chỉ chiếm tối 
đa hai phân ba thể tích bình cầu. Lắp hệ thống và cắm bếp điện đun nóng. 


Nước trong bình cầu khi bị đun nóng sẽ bốc thành hơi bay lên, hơi nước 
bay lên mang theo tinh dầu, hơi này bị ống ngưng hơi làm lạnh, ngưng tụ trở 
lại thể lỏng, rớt xuống ống gạn. Trong ống gạn, dung dịch tách thành hai lớp 
gồm lớp nước và lớp tình dầu. Tuỳ theo các tài liệu cho biết loài thực vật 
khảo sát có chứa tinh dầu loại nặng hoặc nhẹ hơn nước, khi ráp hệ thống sẽ 
lựa chọn ống gạn cho phù hợp. Vẫn tiếp tục đun nóng hệ thống, lớp nước 
trong ống gạn càng lúc càng nhiều lên, sẽ được trả về bình cầu nhờ ống 
nhánh ngang thông nhau. Nhờ ống này mà không cân phải tiếp thêm nước 
cho hệ thống trong suốt quá trình chưng cất so với kiểu cổ điển. Chỉ cần mở 
khoá ống gạn là có thể thu lấy tinh dâu. _ 


Một số lưu ý: Lớp tỉnh dầu thu được từ ống gạn luôn có chứa một lượng 
nhỏ nước, cần phải được xử lý bằng cách hòa tan vào đietyl eter, làm khan 
nước, lọc và đuổi dung môi. 


Phần lớn tỉnh dâu đều tan một phần trong nước, vì vậy để biết chính 
xác về thu suất của tỉnh dầu trong cây cân phải sử dụng dietyl eter và bình 
lóng để chiết lớp nước lôi cuốn được. Phần dietyl eter sau khi chiết được gộp 
lại, làm khan nước bằng Na;SO¿ rồi thu hồi dung môi sẽ cho thêm lượng tinh 
dầu. 

Tỉnh dầu được khảo sát bằng phương pháp sắc ký khí ghép khối phổ 
(GC-MS) để biết được tinh dầu chứa bao nhiêu cấu tử, mỗi cấu tử chiếm tỉ lệ 
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phần trăm là bao nhiêu so với toàn thể tỉnh đầu và cấu trúc hóa học của mỗi 
cấu tử (nếu thư viện máy GC-MS có mẫu chuẩn). 


2.2.6. Chiết bằng chất lỏng siêu tới hạn (supercritical fiuid 
method). 


Tuy đã được biết đến cách đây rất lâu (1879) nhưng mãi đến thập niên 
1980, phương pháp chiết bằng chất lỏng siêu tới hạn mới được áp dụng rộng 
rãi trong kỹ nghệ để chiết các hợp chất thiên nhiên ra khỏi thực vật như tỉnh 
dầu cà phê, trà, gia vị và nhất là hoa bia (hop). 


So với các kỹ thuật cổ điển như chiết rắn-lỏng với dung môi hoặc chiết 
bằng lôi cuốn hơi nước thì phương pháp này có nhiều ưu điểm hơn, như sử 
dụng ít dung môi, có tính chọn lọc cao các loại hợp chất cần chiết tách, chất 
chiết được tương đối sạch, ít làm hư hại chất cần chiết và nhất là thân thiện 
VỚI môi trường. 

Một hợp chất sẽ hiện diện ở trạng thái siêu tới hạn (supercrical state) 
khi hợp chất đó có nhiệt độ và áp suất cao hơn giá trị tới hạn (critcal value) 
tương ứng của nó. 

Áp suất 

| "Trạng 

thái lỏng 
Pc | 


tới hạn 


Trạng 
thái khí 


Tc 





| Nhiệt độ 
Hình 10: Giản đổ pha cho biết liên quan giữa áp suất và nhiệt độ của một chất tinh khiết. 


Hình 10 là gián đồ pha của một đơn chất tinh khiết. Giản đỗ cho biết 
khi nào hợp chất ở trạng thái rắn, lỏng hoặc khí. Điểm ba (triple point) là nơi 
mà ba trạng thái giao nhau. Các đường cong là nơi hai trạng thái cùng hiện 
điện. Quan sát dọc theo “đường cong khí-lỏng”, hướng lên cao, sẽ gặp một 
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điểm, nơi đó nông độ của khí và lỏng bằng nhau. Điểm này được gọi là điểm 
Siêu tới hạn (supercritical point) và hợp chất lúc đó được mô tả là chết lỏng 
siêu tới hạn (supercritical fluid). Tại điểm tới hạn, áp suất và nhiệt độ có các 
giá trị được gọi lần lượt là áp suất tới hạn (Pc) và nhiệt độ tới hạn (TC); hai 
giá trị này là đặc trưng của từng loại hợp chất. | 


Khả năng hoà tan của chất lỏng siêu tới hạn có mối quan hệ chặt ché 
với tỉ trọng của nó và yếu tố này làm cho chất lỏng siêu tới hạn là loại chất 
lỏng hoàn hảo thích hợp để sử dụng trong kỹ thuật chiết các hợp chất thiên - 
nhiên. 

Một vài hợp chất thích hợp có thể sử dụng trong phương pháp chiết siêu 
tới hạn được trình bày trong bảng 5. 


Bảng 5: Giá trị nhiệt độ và áp suất tới hạn của một vài hợp chất có thể 
sử dụng trong phương pháp chiết siêu tới hạn. 


Nhiệt độ tới hạn Ấp suất tới hạn Thừa số lệch tâm 
Tc (K) Pc (bar) Œœ 











Thừa số lệch tâm œ@(Acentric Jactor): một hợp chất có dạng hình câu đến mức - 
nào. PO 


Trong các hợp chất đã khảo sát, đioxid carbon (CO;) được sử dụng phổ 
biến nhất vì nó có áp suất và nhiệt độ tới hạn thấp, giá tiền rẻ, bên về mặt 
hóa học, không độc, không dễ cháy, có độ nhớt thấp, khả năng khuếch tán 
cao (so với chất lỏng) nên được chọn sử dụng trong phương pháp chiết siêu 
tới hạn để chiết hợp chất ra khỏi cây có. Một ưu điểm nữa là dễ loại CO; ra 
khỏi hỗn hợp dung dịch chiết chỉ đơn giản bằng cách giảm áp suất. Mặc dù 
nó là loại dung môi không phân cực nhưng nó vẫn có ái lực ở mức độ nào đó 
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đôi với các hợp chất phân cực. Để có thể làm tăng thêm tính phân cực cho nó, 
đôi khi người ta trộn CO; với hợp chất có tính phân cực là metanol (chỉ thêm 
1-5 mol %). 

X Dụng cụ (Hình 1 1) 

Hệ thống gồm một nguồn cung cấp CO, một máy bơm, một nồi hấp áp 
suất để chứa mẫu cần chiết, một bộ phận thu nhận mẫu đã chiết được. Với 
các bộ phận vừa mô tả người ta có thỂ tự ráp lấy một hệ thống, tuy nhiên các 
nhà sử dụng thường mua trọn một bộ. 


- Khí CO; loại tính khiết, hờn: được lẫn nước, hydrocarbon, 
halocarbon... 

- Máy bơm tạo được áp suất cao và giữ được áp suất này không đổi, để 
có thể đưa CO; đạt được trạng thái siêu tới hạn. 

- Bộ phận chứa mẫu cần chiết: là thùng bằng thép không gỉ, chịu đựng 
được áp suất và nhiệt độ cao, có gắn bộ phận kiểm tra áp suất và nhiệt độ, 
thường đây là nồi hấp áp suất (autoclave). 


- Bộ phận giảm áp và bộ phận nhận mẫu. 


CO; áp suất thấp 





CO; + chất chiết 


CO: lòng. 


Bộ phận thu nhận 
thằnh phẩm đã chiết được 


Hình 11: Sơ đồ hệ thống chiết siêu tới hạn C0¿. 


*% Thực hành: Mẫu chiết có thể là cây có hoặc dung dịch lên men vi 
sinh vật. Nếu là mẫu cây, cần xay nhỏ để việc chiết được thực hiện nhanh 
chóng. 
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Hỗn hợp rắn cần chiết được đặt vào một nồi hấp áp suất ở nhiệt độ 
phòng. Nồi này được khoá chặt lại và cho luồng khí CO; sục vào để đuổi hết 
không khí ra khỏi nồi. Khi nổi hấp áp suất được đun lên đến nhiệt độ mong 
muốn và được chỉnh áp suất đến 300 + 5 bar, cho chất lỏng siêu tới hạn CO; 
đi ngang qua mẫu chiết đặt trong nổi và ra khỏi nổi để đi đến bộ phận giảm . 
áp. Tại bộ phận giảm áp, áp suất bị hạ xuống đưa đến hệ quả là chất lỏng 
siêu tới hạn CO; biến thành k”í CO;, khí này được dẫn trả về máy bơm để 
tiếp tục quá trình chiết, còn chất chiết sẽ kết tủa xuống và được dẫn vào bộ - 
phận tiếp nhận thành phẩm đã chiết được. | 


Có loại thiết bị cấu tạo bộ phận nhận mẫu rời, có loại cấu tạo với bộ 
phận nhận mẫu được nối trực tiếp vào máy sắc ký khí hoặc máy HPLC, để có 
thể khảo sát ngay sản phẩm vừa thu nhận được. 

Một số lưu ý 

- Điều chỉnh mẫu cân chiết: Trong một vài trường hợp đặc biệt, mẫu 
cần chiết có thể được điều chỉnh pH, hoặc thêm dung môi hoặc làm cho thấm 
ướt. Nếu hợp chất chiết có tính phân cực, một lượng nhỏ nước thêm vào để 
làm thấm ướt mẫu cân chiết sẽ giúp việc chiết thêm dễ dàng. Nếu hợp chất 
chiết có tính không phân cực, một lượng nhỏ dầu hoặc chất béo trộn thêm vào 
mẫu chiết sẽ giúp việc chiết thêm dễ dàng. 

- Chất cho thêm (modifier): CO; chỉ phù hợp để chiết các hợp chất có 
tính chất từ không phân cực đến phân cực trung bình, nên nếu muốn chiết hợp 
chất có tính phân cực, cần bổ sung chất thêm như: metanol, clorur metylen, 
accton... | 


Uu điểm của phương pháp chiết bằng chất lông siêu tới hạn 

*% Chất lỏng siêu tới hạn có khả năng khuếch tán thấm vào bên trong 
mẫu chiết nhiều hơn so với sự chiết bằng dung môi bằng các phương pháp 
khác. 

% Có độ nhớt thấp, có áp suất hơi cao hơn sơ với bất kỳ dung môi lỏng 
thông dụng nào. 


46 


KỸ THUẬT CHIẾT TÁCH HỢP CHẤT TỰ NHIÊN RA KHỎI CÂY CỎ 


% Có sự chọn lọc cao đối với loại hợp chất cần muốn chiết ra khỏi cây 
có, vì thế thu được chất chiết tương đối sạch, ít lẫn các loại hợp chất khác mà 
phần nghiên cứu không quan tâm đến. 


% Tính chất kém phân cực của dioxid carbon có thể được bổ sung bởi 
chất thêm vào (modifier) 


% Phù hợp với loại hợp chất nhạy với nhiệt độ. 
_* Phương pháp thân thiện với môi trường. 
Nhược điểm của phương pháp: 

* Phải mua sắm thiết bị chuyên dùng, đắt tiền. 


% Sự hiện diện của nước trong mẫu chiết thường hay gây khó khăn cho 
sự chiết, tuy nhiên trong một vài nghiên cứu, các tác giả nhận thấy việc thấm 
ướt mẫu chiết có thể giúp sự chiết được dễ dàng hơn. 


% Phương pháp chiết siêu tới hạn không thích hợp với mẫu chiết ở 
dạng lỏng, vì rất khó giữ ổn định cùng, lúc hai pha Ở áp suất cao. Nếu mẫu là 
dạng keo (gel), dạng lỏng, cần phải cố định mẫu này lên trên một chất mang 
rắn (a solid support) thí dụ đất sét (diatomaceous earth) hoặc tẩm mẫu lên tờ 
giấy lọc, rồi mới đặt vào nồi hấp á áp suất. 


% Khó lường được việc chiết trên một loại mẫu mới, cần phải có nhiều 
nghiên cứu mới có thể tìm được các thông số tối ưu để chiết thành công. Có 
một vài loại hợp chất không phù hợp để áp dụng phương pháp này. 


Thí dụ có nghiên cứu!” so sánh việc chiết bằng chất lỏng siêu tới hạn 
và chiết bằng lôi cuốn hơi nước áp dụng trên một loài cỏ (feverfew plant), 
thu được kết quả như sau: chiết bằng lôi cuốn hơi nước thu được các terpen có 
tính bay hơi, còn chiết bằng chất lỏng siêu tới hạn thu được hợp chất 
sesquiterpen lacton tên là parthenolid và những lacton có tính kém bay hơi 


(less-volatile lactones). 
) 


Parthenolid 
OO (Hợp chất loại sesquiterpen lacton) 
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*% Phương pháp chiết bằng chất lỏng siêu tới hạn thường sử dụng dung 
môi là COa, nên không phù hợp để chiết các hợp chất có tính phân cực. Muốn 
cải thiện tính phân cực của dioxid carbon cần bổ sung chất thêm vào 
(modifier). 

Taxol là một hợp chất loại diterpen phức tạp, chiết xuất từ cây thông đỏ ` 
1axus brevifolia, đã được bào chế thành thuốc, hiện đang được sử dụng để 
chữa trị rất hiệu quả bệnh ung thư vú, ung thư tử cung. 


AÁc-o 


Taxol chữa trị bệnh ung thư vú, tử cung 
(chiết từ cây thông đỏ Taxus brevữolia ) 





Tác giả Jennings R.M.!” áp dụng phương pháp chiết bằng chất lỏng 
siêu tới hạn để cô lập hợp chất taxol từ võ của cây thủy tùn g Thái bình dương 
(Paciic yew tree), nhận thấy nếu chiết bằng chất lỏng siêu tới hạn CO; thì 
thu được 25% lượng taxol có trong cây, còn nếu chiết bằng chất lỏng siêu tới 
hạn với hỗn hợp CO;—metanol, thu được 50% lượng taxol có trong cây. 


2.2.7. Kỹ thuật chiết pha rắn (Solid phase extraction, viết tắt là 
SPE) 


Chiết pha rắn có nguyên tắc cơ bản giống như sắc ký cột, đó là sự 
tương tác giữa chất các chất tan (solutes) trong một dung dịch lên trên chất 
hấp thu (adsorbent). Kỹ thuật này cũng sử dụng các chất hấp thu giống như 
loại sử dụng trong sắc ký cột, gôm chất hấp thu pha thường, pha đảo và trao 
đổi ion. _ 

Kỹ thuật chiết pha rắn thường được áp dụng để đạt các mục đích khác 
nhau, một số được trình bày như sau. 


s Để xác định mức độ phân cực của một hợp chất chưa biết: thí dụ nếu 
hợp chất khảo sát bị giữ lại trong một cột pha đảo, hợp chất đó có tính kém 
phần cực. 
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ống tiêm Ông chiết 


ha rấn 
NÑ 


^^ 





Nơi chứa 
mẫu cần chiết 





lÌ nắp đậy để 


¬I, mogg 
tạo sự kín 3© 12 
SN XI, Hệ thông tạo 


Œ ” chân không 


Ống chiết 
ha rắ % ` 


Mẫu cần chiết đi ngang qua Mẫu cần chiết đi ngang qua cột 
cột nhồi nhờ áp lực của nhồi nhờ máy bơm tạo chân 
ống tiêm bơm từ trên xuống không cho erlen ở bên dưới 






Một ống để chiết pha rắn 
bán sẵn trên thị trường 





Hình 12: Ống để chiết pha rắn có bán sẵn trên thị trường 


e Để làm đậm đặc một hợp chất đang ở trong một dung dịch rất loãng 
và lượng thể tích lớn: thí dụ mẫu thuốc trị bệnh đã trao đổi chất có chứa trong 
mẫu huyết tương, chất gây ô nhiễm có trong nước biển. Thực hiện bằng cách 
chọn chất hấp thụ có thể giữ chất cần khảo sát lại trong cột. Cho tất cả lượng 
thể tích dung dịch có chứa chất khảo sát đi ngang qua cột, chất cần khảo sát 
bị giữ lại trong cột, còn các chất tạp bẩn khác sẽ đi ngang qua cột để loại bỏ. 
Cuối cùng sử dụng một lượng nhỏ dung môi phù hợp để đuổi chất khảo sát ra 
khỏi cột, như thế sẽ có một dung dịch đậm đặc chất khảo sát. 


e ĐỂ phân chia cao thô ban đầu (có chứa tất cả các loại hợp chất từ 
không phân cực đến phân cực) thành các phân đoạn có tính phân cực khác 
nhau: Cao thô nạp trên đầu cột, giải ly với dung môi có độ phân cực tăng theo 
kiểu bậc thang, sau khi đuổi dung môi, thu được những loại cao chiết có độ 
phân cực khác nhau. 


Kỹ thuật này cho kết quả tương tự như kỹ thuật chiết lỏng-lỏng, sử 
dụng một bình lóng, nhưng ưu điểm là tránh Ð KHÔNG làm dung dịch chiết bị 
nhũ hóa do lắc nhiều lần. 


e Để cô lập một mẫu hợp chất thiên nhiên cân khảo sát ra khỏi cao thô 
ban đầu, hoặc ở giai đoạn cuối muốn tinh chế mẫu hợp chất: để làm sạch 
mẫu cần khảo sát thì pha tĩnh nạp trong cột sắc ký có thể giữ lại chất tan 
(solute) cần thiết và cho đi qua khỏi cột những chất cản trở hoặc ngược lại, 
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pha tĩnh nạp trong cột có thể cho chất cần khảo sát đi qua, ra khỏi ống, còn 
các chất cản trở thì bị giữ lại tron g cột. 

* Nguyên hiệu 

® Pha fĩnh: Kỹ thuật chiết pha rắn sử dụng ba loại hấp thu: loại phân 
cực, loại không phân cực và loại trao đổi ion. Các'hạt hấp thu thường có 
đường kính 40 Lm. Khả năng lưu giữ chất của chất hấp thu vào khoảng 5% _ 
trọng lượng chất hấp thu. _ | 


Bảng 6 trình bày một số thông tin về các loại chất hấp thu sử dụng 
trong kỹ thuật chiết pha rắn. 


Mỗi loại chất hấp thu do có khả năng tương tác khác nhau đối với các 
chất hữu cơ vì thế mà chất hấp thu có thể hoặc giữ chất ở lại trong cột hoặc 
thả cho chất đi qua khỏi cột. Nếu biết trước được cấu trúc hoá học, các nhóm 
chức hoá học của hợp chất cần khảo sát, có thể chọn được chất hấp thu phù 
hợp để thực nghiệm. - 


Có thể tự nạp chất hấp thu vào một cột bằng thủy tinh, giống như nạp - 
chất hấp thu vào cột sắc ký. Trong thương mại, các nhà sản xuất có bán sẵn 
các ống để có thể sử dụng ngay. Chất hấp thu được nhồi sẵn trong những ống 
hình trụ làm bằng polypropylen. Có nhiều cỡ ống khác nhau, mỗi ống được 


- nhồi chất hấp thu từ 50 mg đến 10 gam (Hình 12). 


e Chuẩn bị mẫu nguyên liệu cân chiết 

Phải chuẩn bị nguyên liệu cần chiết tuỳ thuộc vào Sự tương hợp 
(compatibility) giữa chất hấp thu trong cột nhồi và dung môi sẽ giải ly cột. 
Thí dụ nguyên liệu cần chiết là một dung dịch metanol-nước, muốn thực 
hiện với cột chiết có nạp chất hấp thu pha thường (silica gel, diol, 
alumina...): phải đuổi cho hết nước ra khỏi nguyên liệu, bằng cách cô quay 
chân không, bởi vì nước không tương thích được với chất hấp thu pha 
thường. Tiếp theo, nguyên liệu cần chiết này được hòa tan vào một dung 
môi kém phân cực, thí dụ như ety] acetat, toluen, hexan... (các loại dung 
môi này hoà tan có mức độ đối với nguyên liệu cần chiết). 
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Bảng 6: Một số thông tin về các loại chất hấp thu sử dụng trong kỹ 
thuật chiết pha rắn. | 


Loại Cấu trúc hóa Tính chất của Môöi trường 
$' | học chất hấpthu | chấthấpthu | chấthấpthu | chấthấpthu | tiêu biểu 
| C18-octadecyl le ID PIN, 
Không phân cực 


Không phân cực 
ếu 

Không phân cực 
ếu 
Không phân cực - 
vừa phải 
Không phân cực . 






























Metanoi 
Etyl 
acetat. 
Cloroform. 
Metanol 
có tính 
acid. 
Hexan 


Dung dịch nước: 
Nước. 
Acetonitril. 
Dung dịch đệm. 
Dung dịch huyết 
tương 



















Các nhóm có 
tính ky nước. 
Các nhân 
thơm. 

Dây alkyl 





















CH-cyclohexyl 


PH-phenyl 


CN-cuối dây có 











































































































cảng AI vừa phảẩi/ phân _ 
yanopr0py tựC - : 
Không phân cực Nhóm phân : : | 
CN-cyanopropyl vừa phải/ phân - | cực. Kho ĐIÊP Metanol. 
C Hydroxy. ls0opropan 
. Hexan 
(20g — [Pnạe — [Am  |ụạ vi 
[Sisilica  — | Phân cự Dị nguyên tử |... Aceton 
| NH;-aminopropyl | Phân cục — | (0N§) Ề 
S0X-acid Dung dịch 
: benzensưifonic : . † đệm tính 
no PRS-acid 0ation: 2UNG DỊEMIRAE: kiểm 
bai Isulfoni Amin Ti Dung dịch 
ĐÔ pc Pmimidn — |DMGdhđệm | ¿an nạn 
catlon ! CBA-acid . : ú tính acid (NI: 9 
Cation yêu độ muôi 









carboxylic 
SAX-amin tứ cấp 


PSA-amin nhất Anion yếu/phân 
và nhị cấp CựC 
NH;-aminopropyl tHah XI ĐHẨN 


lớn 
Dung dịch 
đệm tính 
acid. 
Dung dịch 
đệm nông 
độ muối 
lớn 











Ânion: 

Acid 
carboxylic. 
Acid sulfonic. 
Phosphat 







Dung dịch nước: 
Nước. 

Dung dịch đệm 
tính kiểm 



























DEA- Anion yêu/phân 
dietylaminopropyi 





Ệ 





Ngược lại, nếu nguyên liệu cân chiết là một dung dịch toluen, muốn 
thực hiện với cột chiết có nạp chất hấp thu pha đảo (C8, C18..): nguyên liệu 
được cô quay chân không đến khô. Tiếp theo, nguyên liệu khô được hòa tan 
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vào một lượng tối thiểu dung môi, loại dung môi tương thích với dung môi sẽ 
sử dụng để giải ly cột. Tuy nhiên, kể cả khi đã tìm được dung môi tương thích 
với chất hấp thu trong cột, cũng cần lưu ý đến tính phân cực của các hợp chất 
có trong nguyên liệu cân chiết. Trong nguyên liệu đầu vừa có chất mong 
muốn cô lập và vừa có nhiều chất tạp khác, muốn loại bỏ, vậy cần phải chọn 
được dung môi giải ly phù hợp, để sao cho hoặc là chất muốn cô lập được giữ 
lại trong cột, còn những chất tạp khác sẽ chạy ra khỏi cột, hoặc là tiến trình 
Xảy ra ngược lại: chất muốn cô lập chạy ra khỏi cột, còn chất tạp khác bị giữ 
lại trong cột. 


% Dụng cụ (Hình 13) 


Có thể ráp hệ thống với những dụng cụ có sẵn trong phòng thí nghiệm, 
gồm một cột (cột là phễu lọc xốp bằng thủy tinh, phễu phải có lỗ xốp cỡ số 3 
để giúp cho dung môi chảy ngang qua phễu dễ dàng). Bình tam giác. Hệ 
thống tạo áp suất bằng vòi nước. Hệ thống chỉ hoạt động với một áp suất vừa 
phải, khoảng 20-70 mmHg, sử dụng áp suất mạnh sẽ làm gẩy cột hấp thu. 





——— 





— 





| Nơi chứa dung môi để giải ] 
Lớp bông gò | h Na - 
Mẫu cần chiết 


Chất hấp thu 







Ñ\\” ” Phếu lọc xốp 


Ñ\ 
S2 


F 
_ ——> Hệ thống tạo 
Bình tam giác | chân không 


Hình †13: Hệ thống chiết pha rắn 





*X Thực hành 


® Nạp chất hấp thu vào cột: Gắn phễu lọc xốp vào bình tam giác và cho 
hệ thống tạo áp suất kém hoạt động. Múc từng lượng nhỏ chất hấp thu khô 
cho vào phếu, dùng nút thủy tinh có đáy bằng để nén nhẹ và đều. Vừa nạp 
chất hấp thu vào phễu, vừa E6 nhẹ ngoài thành phễu để chất hấp thu tạo 
thành một khối đồng nhất, chặt chẽ, có bề mặt bằng phẳng. Chiểu cao của 
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chất hấp thu sau khi nạp cột ch được cao khoảng 5cm. Nếu cần chiết tách 
một lượng nguyên liệu đầu nhiễu hơn thì sử dụng phu có đường kính lớn hơn 
(nghĩa là gia tăng theo đường kính chớ không tăng theo chiều cao). 


Sau khi nạp cột xong, đặt một lớp bông gòn dây lên trên bể mặt chất 
hấp thu để tránh cho dung môi sau này có thể làm hư hại bể mặt chất hấp thu. 


e Rửa và cân bằng cột: Sau khi nạp cột, cột này cần được rửa với dung 
môi. Cột nhồi pha đảo được rửa với 6-10 lần thể tích cột với acetonitril hoặc 
rnetanol. Cột nhồi chất trao đổi ion được rửa với 6-10 lần thể tích với 
metanol. Cột pha thường không cần giai đoạn rửa này. Thao tác bằng cách 
rót dung môi lên trên đầu cột rồi hút hoặc nén cho dung môi chảy ngang qua 
CỘI. 


Tiếp theo cột cần được cân bằng với 6-10 lần thể tích với loại dung môi 
sẽ sử dụng để giải ly cột. Vận tốc dung môi để cân bằng cột không quan 
trọng, có thể 5-10 ml /phút. Một khi cột đã được cân bằng rồi, tránh đừng để 
cột bị khô hoàn toàn trước khi nạp mẫu nguyên liệu cần chiết lên mặt cột. 


_ e Nạp mẫu lên cột: Đặt mẫu lên bề mặt cột sao cho tạo thành một lớp 
móng trên bề mặt cột. Lượng mẫu nạp lên đầu cột phải ít hơn khả năng của 
chất hấp thu. Khả năng này tuỳ thuộc vào nhiều yếu tố: tổng nồng độ của tất 
cả các chất có trong nguyên liệu, sự phân cực của mẫu và dung môi, tính ái 
lực của hợp chất khảo sát đối với chất hấp thu. 


Khi thấy hợp chất cần cô lập (là một trong các chất đó trong nguyên 
liệu) được giữ lại quá ít trong cột, nghĩa là sự phân cực giữa mẫu khảo sát, 


dung môi giải ly, chất hấp thu chưa phù hợp. 

Thí dụ một dung dịch 50% metanol nước chiết lên men sau khi cho đi 
ngang qua cột nhôi chất hấp thu C8 và chất cần cô lập đã không bị cột giữ lại 
đủ thì cần phải làm giảm nỗng độ metanol trong dung dịch nguyên liệu bằng 
cách hoặc là pha loãng dung dịch với nước hoặc cô quay để đuổi bớt metanol. 

© Rửa cội: Sau khi nạp mẫu cần chiết lên đầu cột xong, cân rửa cột với 
hai lần thể tích loại dung môi lúc nạp mẫu. Cần kiểm tra dung dịch rửa cột 
hứng được để để phòng có một ít sản phẩm mong muốn chưa bám chặt vào 
chất hấp thu trong cột và rớt ra khỏi cột. 
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_ Lựa chọn độ phân cực của dung môi giải ly hợp chất ra khỏi cột tùy vào 
mục đích cần cô lập hợp chất như thế nào. 


- Nếu muốn thu được tất cả sản phẩm có trong nguyên liệu thành một 
dung dịch đậm đặc với lượng thể tích nhỏ (nguyên liệu hiện diện với lượng ' 
thể tích lớn, nồng độ loãng): Sử dụng ngay lập tức một loại dung môi mạnh, 
thí dụ với cột nhồi pha đổo thì giải ly với metanol, isopropanol, 
tetrahydrofuran... 


- Muốn chia nguyên liệu ban đầu thành nhiều phân đoạn có tính phân 


cực khác nhau: giải ly với dung môi có độ phân cực tăng theo kiểu bậc thang. 
Thí dụ với cột nhồi pha đảo C-18 có thể được giải ly như sau: 


* Có thể là 100% nước; metanol-nước (1:3 v/v); metanol-nước 
(1:1 v/v), metanol-nước (3:1 v/v), 100% metanol; 100% điclorometan. 


#+ Có thể là 100% nước; nước -acetonitril (8:2 v/v); nước -acetonitril 
(6:4 v/v); nước -acetonitri (4:6 v/v); nước -acetonitri (2:8 v/v); 100% 
acetonitril, 100% metanol. _ 

-_ Với hợp chất có tính base, với mỗi loại dung môi nói trên, cho thêm 
(tính bằng thể tích) 0,1% acid trifluoroacetic (viết tắt là TFA) vào sẽ giúp 
việc tách chất tốt hơn. 


2.3. Các chất gây trở ngại cho việc chiết - chất giả tạo (Artifact) 

Khi chiết các hợp chất thiên nhiên từ cây cỏ với các kỹ thuật nêu trên, 
người ta mong muốn chiết các hợp chất hữu cơ cần quan tâm, bên cạnh đó 
cũng chiết luôn các hợp chất hữu cơ không mong muốn khác có sẵn trong 
cây. Các hợp chất này thường làm cản trở quá trình tính chế hợp chất chính 
cần khảo sát. 


2.3.1. Các chất bôi trơn (grease) 


Trong quá trình thực nghiệm, thường sử dụng chất bôi trơn silicon để 
làm trơn các nút mài của máy cô quay, các cổ bình cầu làm bằng thủy tinh. 
Khi rót dung môi vào bình, dung môi chảy ngang qua cổ bình nên cũng hòa 
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tan luôn chất bôi trơn silicon làm lôi luôn silicon vào chung trong dung dịch 
cần phải cô quay khiến hợp chất cần khảo sát bị nhiễm bẩn. 


Với loại chất bôi trơn là các alcan mạch dài, nếu có lẫn chất này vào 
chất khảo sát thì sẽ thấy trên phổ khối đồ của chất khảo sát các tín hiệu của 
chất bôi trơn: có các mũi với cường độ giảm dần đều và giá trị zm⁄2 của các 
mảnh này chênh lệch nhau 14 đơn vị carbon. 


Nếu chất bôi trơn là silicon sẽ thấy trên phổ khối có các mảnh có m⁄2 
+39, 355, 281, 207 và 1343. 


Muốn tránh gặp trường hợp này thì không nên lạm dụng chất bôi trơn, 
chỉ sử dụng với số lượng tối thiểu vừa đủ để làm trơn. 


2.3.2. Các chất béo (lipid) 


Các chất béo trong cây cỏ thường là các triglycenid, alcan mạch carbon 
dài, alcol béo, ester béo, acid béo... Các chất béo hòa tan tốt trong dung môi 
không phân cực, nhưng chúng cũng hoà tan được trong các dung môi phân 
cực, vì thế khi sử dụng etanol để chiết các hợp chất có trong cây cũng sẽ chiết 
luôn các chất béo. Các chất béo được nhận biết khi khảo sát bằng sắc ký lớp 
mồng và hiện hình bằng hơi iod, cho hiện trên bản mỏng vết có mầu nâu. 


Muốn loại bỏ các chất béo, CÓ thể sử dụng một trong những cách sau. 


% Sử dụng các kỹ thuật chiết rắn - lỏng đã trình bày ở trên: N guyên 
liệu bột cây trước tiên được chiết kiệt bằng eter dầu hỏa hoặc hexan. Các 
chất béo trong cây sẽ hòa tan hết vào dung môi này. Lọc lấy dung môi, phơi 
khô bột cây, tiếp theo sử dụng một loại dung môi khác, có tính phân cực hơn 
để chiết lấy hợp chất cần khảo sát. 


__- Irong trường hợp do kinh phí hạn chế, chiết bột cây bằng etanol. Cao 
ctanol này sẽ được chiết bằng eter dầu hỏa để loại bỏ béo trước khi thực hiện 
việc chiết bằng các loại dung môi khác. 


* Sử dụng kỹ thuật chiết pha rắn với cột có nhồi chất hấp thu pha 
đảo: giải ly cột bằng metanol: các chất phân cực cần khảo sát sẽ ra khỏi cột, 
trong khi đó các chất béo vẫn còn bị giữ lại trong cột (sẽ bị đuổi r ra khỏi cột 
sau này). 
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* Sử dụng sắc ký cột: Cột sắc ký loại cổ điển hoặc loại sắc ký nhanh- 
cột khô được giải ly trước tiên bằng eter dâu hỏa hoặc hexan để loại bỏ các 
hợp chất béo không phân cực ra khỏi cột. 


% Sử dụng nhiệt độ lạnh: Nếu dung dịch chiết bột cây có chứa các chất 
béo lẫn chung với các sterol, để yên dung dịch chiết này một thời glan trong 
tủ lạnh ở 0- 5°C. Thời gian lâu hay mau tùy vào nông độ của sterol và chất 
béo có trong dung dịch. Mỗi ngày lấy bình chứa ra để quan sát, nếu có, chất 
béo sẽ đóng váng nổi lên trên mặt thoáng của dung dịch, dùng muỗng vớt ra 
(Giống như để nổi thịt kho vào trong tủ lạnh). 





2.3.3. Các chất màu (pigment) 


Khi nghiền các tế bào thực vật, chúng sẽ phóng thích hai loại sắc tố là 
clorophyl màu xanh lá cây và caroten màu vàng. Có hai loại clorophyl a và b 
cùng hiện diện trong thực vật có màu xanh lục với tỉ lệ a: b 3:1). Clorophyl 
có cấu trúc giống như một heme với ion Mg”” ở tâm, với cấu trúc như thế nó 
dễ bị hư hại khi gấp môi trường acid hoặc bị đun nóng do ion Mg sẽ đi ra 
khỏi cấu trúc (Điều này dễ nhận biết khi nấu canh: rau lúc còn tươi sống có 
màu xanh, khi bị nấu chín biến thành màu nâu). 


Clorophyl a ( Z = -CH; ) 
Clorophy! b ( Z = -CH=O) 


CHị CHy CH; HC _ 
nóÀÀAÀ ^ —, 


Các caroten là tetraterpen, là hydrocarbon bất bão hòa, tạo nên bởi tám 
đơn vị isopren, hợp chất tạo nên màu vàng hoặc màu cam cho các loại quả 
như: cam, gấc, cà rốt, cà chua, ớt.... 





HC O 
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7”... B— Caroten 


Se=eses Ba UP 


x — Caroten 


Xantophyl (còn gọi là zeaxanthin) 





HO 


Các caroten và clorophyl do mang nhiều nối đôi liên hợp nên hấp thu - 
ánh sáng thấy được. Các caroten. hấp thu các ánh sáng có bước sóng ở 450- 
550 nm, vùng của ánh sáng xanh dương vì thế phần ánh sáng còn lại phần 
chiếu làm mắt thấy được màu cam; còn clorophyl hấp thu ánh sáng thấy được 
ở khoảng 650 nm, là vùng của ánh sáng màu cam vÌ thế phần ánh sáng phản 
chiếu làm cho mắt nhìn được màu xanh lục. 


Các hợp chất màu này thường hay hiện diện trong cao chiết ở các nồng 
độ cao, thấp khác nhau tùy vào bộ phận nào của cây được chiết. Muốn loại 
các hợp chất này không dễ, tuy nhiên có thể loại bằng một số phương pháp 
như sau. 


_ Sử dụng cát: sắc ký cột với chất hấp thu là cát để loại các chất màu 
trong cao chiết 


Cột sắc ký dài 30 cm, đường kính cột 1,5 cm. Bốn phân năm (4/5) cây 
cột được nhồi bằng cát mịn tinh. chế (cát Fontainebleau). 5 gam lá cây xanh 
được nghiên nhuyễn trong cối với 10 mÌ etanol và 30 ml eter dầu hoả loại 
60°C, lọc lấy dung dịch chiết, rửa dung dịch này ba lần, mỗi lần với 20 ml 
nước cất. Tách lấy pha hữu cơ, làm khan nước bằng Na;SÒa, cô quay còn 
- khoảng 1 mì. Đặt dung dịch này lên đầu cột sắc ký và giải ly cột bằng 200 ml 
hỗn hợp dung môi dietyl eter: eter dầu hỏa, tỉ lệ 4:6 (v/v). Quan sát màu của 
dung dịch giải ly để biết khi nào thì màu ra khỏi cột: caroten ra trước (dung 
dịch màu vàng), kế đến là xantophyl (màu cam), clorophy! a (màu xanh 
dương-lục) và F5 Thập b (màu vàng-lục.) 
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X Sử dụng than hoạt tính: Có thể tẩy màu của dung dịch chiết bằng 
cách cho dung dịch này chẩy ngang qua một cột tương đối ngắn có chứa than 
hoạt nh hoặc sử dụng một becher chứa dung dịch chiết, cho than hoạt tính 
vào (nếu đun nóng sẽ hiệu quả hơn), để yên trong một đêm rồi lọc bỏ bột 
than, 


Tuy nhiên, sử dụng than hoạt tính có nhược điểm là có thể hấp thu luôn 
các hợp chất cần khảo sát thí dụ có thể hấp thu các alcaloid như morphin, 
›trychnin, quinin... (vì vậy bột than được sử dụng như thuốc giải độc trong 
trường hợp ngộ độc alcaloid). | 


% Sử dụng celi: Celit là tên thương mại của đất sét điatomit được sử 
dụng làm chất trợ lọc, với thành phần hóa học gồm khoảng 90% là SiO; cùng 
một số lượng nhỏ CaO, AlạOa và Fe;O;. Loại màu của dung dịch chiết bằng 
cách cho dung dịch này chảy ngang qua một phếu lọc có phủ một lớp celit 
với chiều dầy khoảng 2-3 cm. ` 


X Sử dụng dung dịch 2-5% acetat chì (HÏ): acetat chì nhị là Pb(OAc); 
là tác chất tạo sự kết tủa, thường được sử dụng để tạo tủa các loại hợp chất 
acid béo, clorophyl, các hợp chất có màu khác. 


Một dung dịch chiết bằng etanol-nước có tính nhây nhựa, rót dung dịch 
acefat chì vào (đun ấm nếu thấy cân) sẽ thấy có tủa trắng; để yên một đêm 
cho tủa lắng xuống đáy bình chứa và hôm sau lọc dung dịch ngang qua một 
phêu buchner có chứa chất trợ lọc celit, lọc bằng áp suất. Lưu ý nếu thấy 
dòng chảy của dung dịch qua lọc bị chậm lại thì sử dụng một spatule cạo nhẹ 
- lớp mặt celit đỂ phơi ra lớp celit mới, giúp cho dòng chảy tốt hơn. 

Phương pháp này cũng có nhược điểm là sẽ tạo tủa với một vài loại hợp 
chất hữu cơ khác. : 

2.3.4. Các chất làm dẻo (plasticizer) 

Các dung môi thường lẫn tạp chất làm dẻo do dung mô: được chứa 
trong các thùng làm bằng nhựa dẻo. Loại chất làm dẻo thường gặp nhất là 
diisooctyl ptalat, đó là loại dầu màu vàng nhạt, có hoạt tính ức chế tế bào 
P-388 là tế bào ung thư hạch bạch huyết của chuột (murine lymphocytic 
leukemia cel]). _ 
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4.20, 4H, t, 
HI' và HI" 
HN O 8 
7,52, 2H, dd, ^^ ⁄ ` 
H3 và H4 í Ồ - DÓ0,12H,đ, 
7,70,2H, dd, H, | 
H2và Hồ ^—~H O 11 80-120, 14H,m, 


H2' đến H6' 
Phổ “H-NMR (õppm, CDC];) của điisooctyl phialat. 


Các số đo hóa lý của hợp chất diisooctyl ptalat được trình bày như sau. 
Khi sắc ký lớp mỏng giải ly bằng hệ dung môi eter dầu hỏa: etyÌ acetat 
(19:1), hợp chất này cho vết màu bồng-tím với Rf = 0,4 khi bản được phun xịt 
_ bằng acid sulfuric đậm đặc hoặc bằng hỗn hợp acid sulfuric đậm đặc: acid 
acetic (4:1) rồi sấy nóng ở 110°C trong năm phút. 


Muốn loại bỏ, chỉ có thể bằng chưng cất lại dung môi trước khi sử dụng 
hoặc lọc dung dịch chiết ngang qua một cột nhôi bằng alumina. 


2.3.5. Chất tanin (tannin) 


Cây cỏ nhất là vỏ quả măng cụt, lá trà, lá ổi... thường chứa tanin ở hàm 
lượng cao. Tanin thực vật là hợp chất polyphenol, loại hợp chất rất phân cực 
nên muốn chiết chúng ra khỏi cây cỏ phải sử dụng dung môi phân cực. 


Dung dịch nước chiết hoặc dung dịch chiết bằng dung môi hữu cơ có 
chứa tanin có khả năng ức chế các enzym như (Opoisomerase 1 và 2 (viết tắt 
là T-I và T-2), các enzym siêu vi sao chếp ngược (viral reverse 
transcriptase). Do cấu trúc đặc trưng của tanin nên khi có sự hiện diện của 
tanin trong cao chiết, nó có thể dẫn đến kết quả dương tính-giả tạo (false- 
POsitive result), làm sai lệch kết quả một số thử nghiệm hoạt tính sinh học vì 


7 


tan tạo các cầu nối hydrogen liên phân tử với protein, làm kết tủa protein. 


Tanin được phân thành hai nhóm lớn tùy theo cấu trúc hóa học của nó. 
“Tanhn thủy giải được” (hydrolyzable tannin) hoặc proanthocyanin còn được 
gọ! là “tanin hóa đặc” (condensed tannin) là tùy theo việc tanin đó có hoặc 
không bị thủy giải bởi men hoặc bởi môi trường acid/ base. Tanin thủy giải 
được là polyester khi bị thủy phân cho ra phần aglycon là polyphenol gồm 


59 


CHƯƠNG 1 : Š c 
acid galic hoặc acid hexahydroxydiphenic. Tanin hóa đặc là sự ngưng tụ của 
những đơn vị flavan. _ 





HO 2< | 





| O 
HÒ 
Tanin thủy giải được Tanin hóa đặc 
: OH 


OH éX OH 
O ÄÀ OH 


Hễ 
OH : 


Xác định sự hiện diện của tanin bằng dung dịch 5% FeC]a trong nước 
hoặc trong etanol, sẽ cho tửa màu nâu. 


Muốn loại bỏ tanin ra khỏi cao chiết có thể sử dụng một số biện pháp 
sau. 


X Sử dụng dung dịch gelatin mặn (là dung dịch nước gồm 5% NaC] 
(w/v) và 0,5% (w/v) gelatin). Rót từ từ dung dịch gelatin vào dung dịch chiết, 
khuấy nhẹ và để yên qua đêm. Tanin trong dịch chiết nước bị kết tủa bởi 
dung dịch gelatin mặn. Lọc bỏ tủa. 


X Sử dụng dung dịch nước NaOH 1%: Với dung dịch chiết là dung 
môi hữu cơ không tan trong nước: sử dụng bình lóng để lắc dung dịch chiết 
này với dung dịch nước NaOH 1%. Các polyphenol (tanin) biến thành 
phenolat tan vào pha nước, tách riêng. Pha hữu cơ còn lại không còn tanin. 
Phương pháp này có thể loại luôn các hợp chất là dẫn xuất của phenol như 
flavonoid.... | 


X Sử dụng dung dịch nước NaCl I%: Với dung dịch chiết là 
cloroform: sử dụng bình lóng để lắc dung dịch chiết này với dung dịch nước 
NaC]1 1%. Tanin phân bố vào pha nước ở lớp trên, pha cloroform ở lớp dưới 
không còn tanin. Tách riêng pha cloroform, làm khan nước. 
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% Sử dụng protein: Tương tự, tanin cũng bị tủa bởi protein. Có thể lấy 
phần tròng trắng trứng gà-vịt (là albumin, một loại protein) rót vào dung dịch 
nước chiết và khuấy nhẹ, tanin sẽ bị tủa, lọc bỏ tủa. 


X Sử dựng sắc ký cột với chấí hấp thu là resin polbamid; silica gel; 
Polyvinyl pyrrolidone (viết tắt là PVP): cho dung dịch chiết chảy ngang qua 
một cột nhỏ có chứa một trong những chất hấp thu nêu trên, do các chất hấp 
thu tạo cầu nối hydrogen với các nhóm polyhydroxy của tanin khiến cho 
tanin bị giữ lại trong cột. Hoặc sử dụng một becher chứa dung dịch chiết, cho 
chất hấp thu nói trên vào, khuấy đều, để yên trong một đêm, rồi lọc bỏ. 

— Phương pháp này cũng có nhược điểm là resin polyamid; silica gel; 
polyvinyl pyrrolidone cũng có thể hấp thu một vài loại hợp chất hữu cơ phân 
_ cực khác. 


% Sử dụng sắc ký cột với chất hấp thu là nhựa trao đổi ion DE 52: 
Nhựa trao đổi ion với phần nên là cellulose có gắn nhóm chức 
dietylaminoetyl, sẽ gắn tốt các tanin mà không giữ các hợp chất khác không 
phải là polyphenol. 


2.3.6. Kim loại nặng thuận từ (paramagnetic heavy metal) 


Khi cô lập được những hợp chất có tính ái dầu, người ta không gặp 
trường hợp sẽ trình bày sau đây, nhưng khi cô lập những hợp chất có tính ái 
nước (water-soluble Coimpounds), các hợp chất này thường có chứa một ít tạp 
bẩn là những kim loại nặng thuận từ. Các kim loại này có thể có hoặc từ 
nguồn nguyên liệu chiết ban đầu, hoặc từ các dụng cụ trong phòng thí 
nghiệm, các tác chất sử dụng trong việc cô lập hợp chất.... 


Trong tất cả quá trình cô lập hợp chất đều có sử dụng các hệ thống 
cung cấp dung môi. Các: hệ thống như bơm, các ống dẫn, kim chích... đều 
được làm bằng thép không rỉ (SUS 13~32), các dụng cụ này sẽ phóng thích 
Ni và Fe khi trong quá trình làm việc có sử dụng dung dịch đệm. Sự lẫn tạp 
bẩn của mẫu chất tuy chỉ ở lượng rất nhỏ, cũng đủ gây nên các rắc rối trong 
việc ghi phổ NMR. Sự lẫn bẩn cũng có thể từ trên bề mặt của đụng cụ làm 
bằng thủy tỉnh, sự lẫn bẩn càng trầm trọng khi trong quá trình tinh chế sản 
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phẩm mà trước đó phải cô đặc một lượng lớn dung dịch nước acid để cô lập 
được vài microgam hợp chất. 


Hình 14A cho thấy phổ '”C-NMR của chất acid domoic, khi vừa thu 
được từ sắc ký cột, giải ly với hệ dung môi có chứa 0,1% acid acetic. Phổ đồ 
A so với phố B cho thấy có nhiều tín hiệu cộng hưởng bị biến mất hoặc xụp - 
đổ (collapsed) do bị tạo phức bởi kim loại. Khi xử lý mẫu với Chelex 100, 
phổ B cho thấy đủ các tín hiệu của hợp chất. 


Các chuyên gia về cô lập các hợp chất ái nước để nghị ở giai đoạn cuối: 
cùng của việc tỉnh chế hợp chất, cần cho dung dịch mẫu đi ngang qua một cột 
pipet Pasteur nhỏ (0,5 x 1,5 cm, giải ly bằng 0,1 N acid acetic), có chứa 
Chelex 100 (sản phẩm của hãng Bio-Rad) hoặc Bio-gel P-2, hợp chất sẽ tinh 
khiết để ghi phổ NMR. 








180 160 đc I20 100 §0 | 60 40 20 
Hình 14: Phổ 'Ä-NMR của acid domoic 


Phổ A là mẫu chất không có xử lý với Phelex 100 và phổ B là mẫu sau khi đã xử lý với Chelex 100. 
Trong phổ A có nhiều tín hiệu cộng hưởng bị mất và cú sự thay đổi độ dịch chuyển húa học so với 
phổ B. 
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2.3.7. Chất giả tạo (artifact) 


Mỗi giai đoạn của quá trình chiết, cô lập các hợp chất tự nhiên, đều có 
khả năng tạo nên những hợp chất giả tạo, là những hợp chất không phải thực 
sự hiện diện trong cây cỏ (nguyên. thủy trong cây, hợp chất này hiện diện ở 
dạng khác). Muốn tránh gặp trường hợp như thế, cần phải tiến hành các thí 
nghiệm trong các điều kiện êm dịu nhất nếu được, để tránh xảy ra các phản 
ứngphụ  - | 

% Trong giai đoạn làm cô đặc dung dịch chiết, sự hiện diện của các 
muối vô cơ, các vết acid có thể là tác nhân làm xúc tác cho một số phản ứng, 
thí dụ vết HCI có thể gây ra sự phân hủy, sự khử nước, sự đồng phân hóa cho 
vài hợp chất hữu cơ. ễ 


% Một vài dung môi như accton, muvtanol, etylen glycol, 
dimetylformamid có thể tạo nên những dẫn xuất của chúng, thí dụ aceton có 
thể tạo ra dẫn xuất acetonid nếu hợp chất chiết có chứa nhóm cis-l,2-diol 


hiện diện trong môi trường acid. 


Dung môi metanol có thể đưa đến chất giả tạo. Khi chiết nóng cây 
kuchresta japonica với dung môi methanol, tác giả đã cô lập sản phẩm ester 
metyl của acid 12-cystisineacetic, hợp chất này được cho rằng là sản phẩm 
ester hóa của hợp chất acid 12-cystisineacetic. 


Metanol và cloroform thường chứa tạp chất là đi(2-etylhexyl) ptalat và 
chất này thường bị nhiều tác giả nhầm lẫn rằng là hợp chất tự nhiên có chứa 
trong cây có đang khảo sát, dù rằng hợp chất này có một số hoạt tính sinh 
học. 

% Các chất hấp thu sử dụng trong phương pháp sắc ký cũng có thể góp 
phân hình thành nên chất giả tạo. Chất hấp thu alumina có thể 8âw hên phản 
ứng aldol hóa, chuyển vị, khử nước (dehydration) hoặc cộng nước 
(hydration). Chất hấp thu silca gel có thể là tác nhân làm xúc tác một số 
phản ứng như oxid hóa, chuyển vị, khử nhóm metyÌ gắn trên nitơ hoặc 
0XYygen (X- and O-demethylation). 


% Sử dụng giấy lọc: hợp chất triacontanol CH;-(CH;);s-CH;OH có 
hoạt tính kích thích sự tăng trưởng thực vật, thường là chất tạp bẩn trong một 
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số loại giấy lọc. 
% Quá trình xử lý để loại bỏ chất béo trong cao chiết: 

Đôi khi do cao chiết có chứa nhiều chất béo làm cản trở quá trình cô 
lập các hợp chất, người ta thường hay thực hiện sự xà phòng hóa bằng cách 
đun cao chiết trong dung dịch KOH/etanol trong vài giờ, tiếp theo cho dung 
dịch này vào một lượng nhiều nước và chiết lông-lỏng dung dịch nước này 


với cloroform. Các hợp chất hữu cơ sẽ tan vào pha cloroform, còn các muối 
của acid béo tan trong pha nước, được loại riêng. 


Nếu cao chiết ban đầu có chứa các hợp chất ở dạng ester hoặc amid, 
quá trình thao tác như thế có thể cắt đứt một số nối, khiến cho việc cô lập 
được hợp chất có cấu trúc hoá học không đúng như nguyên thủy hiện diện 
trong cây. Thí dụ nếu các hợp chất sau đây hiện diện tron 8 cao và cao bị xà 
phòng hóa thì các nối ester, amid sẽ bị thủy giải trong môi trường kiểm. 





-OH @ 
ể § N (CH;)¿ bà cớ N 
o“Z Ò 


Metyl oleanolat Acid 3-B-acetoxyoleanolic -Piperolein 


2.4. Một số thủ thuật khi cô lập hợp chất hữu cơ _ 
2.4.1. Làm khô mẫu chất 


Sau khi làm chiết mẫu cây bằng dung môi, lọc, thu hổi dung môi có 
được cao. Cao chiết này cần được sấy khô vì các lý do sau: 


- Các hợp chất ở trong cao sẽ ổn định bên nếu chúng hiện diện ở trạng 
thái khô hơn là trạng thái lỏng. 


- Để tính đúng thu suất của cao chiết so với lượng cây khô ban đầu (ghi 
trong báo cáo, để khi cần có thể lặp lại thí nghiệm). 


- Để tiếp tục tinh chế cao bằng sắc ký cột: biết trọng lượng cao để lấy 
được lượng silica gel cần thiết cho sắc ký cột. 
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- Nếu mẫu là hợp chất tỉnh khiết muốn đo các số liệu phổ thì mẫu cần 
được sấy khô, nếu còn lẫn vết nước, trên phổ đồ xuất hiện tín hiệu của nước 
(thấy rõ nhất trên phổ IR, NMR) gây khó khăn trong việc giải đoán cấu trúc. 


Các phương pháp làm khô mẫu 


*% Sấy khô bằng khí (rơ trong máy cô quay chân không: Khi cô quay 
chân không, đến lúc mẫu đã khô hòan toàn, cho một luồng khí trơ thí dụ như 
khí nitơ đi vào máy này, đi nhè nhẹ từ đầu trên của máy cô quay (tại đầu trên 
của máy, chỗ đóng - mở áp suất để tạo chân không cho máy, có một ống để 
châm dung dịch vào bình cô quay mà không cân tắt ngưng máy; cho khí vào 
bằng ngõ này). 


Nếu không có khí nitơ, có thể để mẫu lâu hơn trong máy cô quay vẫn 
hoạt động. 


*% Sây khô nhờ bình hút ẩm: mẫu cần làm khô được đặt trong một 
becher, miệng của becher được đậy bằng một tờ giấy lọc, cột chặt nhờ cọng 
thun; dùng kim nhọn để đụt một số lỗ nhỏ trên tờ giấy lọc. Cần phải cột chặt 
tờ giấy lọc nếu không, mẫu trong becher bị hút văng tung toé ra khỏi becher 
đo áp suất chân không trong bình. Đặt becher vào bình hút ẩm, dưới đáy bình 
_ có chén sành để chứa chất hút ẩm, thí dụ như KOH, NaOH rắn, silica gel, 
P2Os, CaC]; khan .. Đậy nắp bình, nắp cần được thoa đều bằng chất bôi trơn 
silicon để giữ bình được kín. Sử dụng một ống cao su để nối vòi ra của bình 
vào một máy bơm hút. Mở van khoá ở vòi ra của bình, cho máy bơm họat 
động để hút không khí ra khỏi bình, đến khi trong bình là chân không. Cho 
máy bơm hút trong 30-60 phút tuỳ công suất máy, không cần thiết phải để 
máy hoạt động cả ngày, vừa vô ích lại làm hư máy. Khoá van bình hút ẩm 
trước, rồi tắt máy bơm sau; rút ống nối cao su ra khỏi bình, để yên một đêm. 
Hôm sau lại thao tác hút không khí, vài lần như thế mẫu chất trong bình sẽ: 
khô. | 

Muốn việc hút ẩm đạt hiệu quả, cần lưu ý để thay mới chất hút ẩm: khi 
thấy tác chất vẫn còn khô ráo là được, còn nếu thấy chất có vẻ ẩm ướt cần 
phải thay mới. Hợp chất được xem là khô khi cân lần sau trọng lượng của 
mẫu không thay đối so với lần cân trước đó (giữa hai lần cân, mẫu được sấy). 
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Có nhiều loại bình hút ẩm với kích cỡ lớn nhỏ khác nhau rất tiện dụng. 
Ngoài ra có loại bình hút ẩm nhờ chân không và có gia nhiệt. 
Van khoá 
_ gắn vào 
Nắp bình (ð=—> máy bơm hút 
bằng nút mài 


N Z7. — becher có nắp là 
ngu nnnngnnnng 


Mẫu cần làm khô tờ giấy lọc bị đục lỗ 








“S6 *` $ 


Chất làm khô Vỉ bằng sành có đục lỗ 
CaC];, Na;SƠ,... để ngăn bình hút ẩm 
(Xem phần phụ lục) thành hai ngăn. 


BÌNH HÚT ẨM (BÌNH LÀM KHÔ,dessicatpr) 


*% Đông khô chân không (lyophilization): Kỹ thuật này áp dụng cho 
mẫu là dịch chiết bằng nước. 


Dung dịch chiết được chứa trong một bình cầu, dung dịch này được làm 
đông đặc thành đá bằng cách nhúng bình câu này vào một chậu bằng thủy 
tỉnh kích thước lớn hơn bình cầu, chậu có chứa etanol hoặc aceton và những 
viên đá bằng CO; rắn. Xoay tròn đều bình cầu để thành ngoài của bình cầu 
tiếp xúc với lạnh. Hỗn hợp lạnh alcol- CO; làm dung dịch nước bên trong 
bình cầu hóa rắn thành đá cục. Tiếp theo, lắp bình cầu vào máy đông khô 
chân không. Hệ thống máy sẽ hạ nhiệt độ xuống -80°C, ở chân không sâu, kế 
đó nhiệt độ được nâng dần lên. Trong quá trình nhiệt độ được nâng dần lên, 
nước trong bình cầu sẽ bốc hơi hết ra khỏi bình cầu. Sau khoảng 24 giờ, trong 
bình cầu chỉ còn chứa mẫu ở dạng khô, tơi, xốp, dễ đàng hoà tan trở lại vào 
nước. Dạng bột này rất dễ hút ẩm, phải được trữ trong bình kín hoặc đóng gói 
kín. 


Kỹ thuật này thường được áp dụng trong ngành dược để có các sản 
phẩm khô các loại thuốc kháng sinh, thu được từ lên men vi sinh; sản phẩm 
được chứa trong chai thuốc khần kín. Kỹ thuật này cũng được sử dụng trong 
ngành đông dược, thí dụ cớ loại dược liệu chứa trong các túi kín, khi xé túi ra 
thấy một lá tía tô khô, lá này đã được tấm các loại thuốc trị liệu. Thả lá tía tô 
khô này vào một chén nước nóng, lá sẽ hút nước trương nở thành một lá tươi 
nguyên như lúc mới hái, toả ra các mùi thơm để xông mũi trị bệnh... Kỹ thuật 
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cũng được áp dụng trong ngành thực phẩm cao cấp, trong bao mì gói có gói 
nêm chứa các con tôm. Khi gặp nước sôi, con tôm khô hút nước trở thành một 
con tôm mới luộc tươi nguyên.” - 


Trong phòng thí nghiệm hóa học, kỹ thuật này áp dụng cho các hợp 
chất đại phân tử như: protein, polysacarid. 


_ 2.4.2. Sự kết tinh lại (Recrystallization) 


Trong hóa học các hợp chất tự nhiên, người ta thường muốn cô lập hợp 
chất ở dạng tinh khiết để có thể xác định cấu trúc hóa học bằng các phương 
pháp hóa lý hiện đại. Độ ứnh khiết của hợp chất cần phải > 95%. Hợp chất 
càng tinh khiết, việc xác định cấu trúc càng chính xác. Trong vài trường hợp 
khảo sát cấu trúc hóa học bằng tia X, sản phẩm cần đạt độ tinh khiết 99,9%. 


Để đạt được hợp chất có độ tinh khiết càng cao, công việc thực hiện 
càng khó khăn, phức tạp. Trước tiên, khi khởi đầu trên cao chiết thô để loại 
bỏ bớt đi một nửa những chất không cần thiết thì công việc tương đối nhẹ; kế 
đó, từ những phân đoạn nhỏ, muốn cô lập được hợp chất đạt độ tinh khiết 
95% đã phải tốn công thực hiện sắc ký đi, sắc ký lại nhiều lần; và để nâng độ 
tinh khiết từ 95 lên đến 99,5% công việc càng khó khăn và đĩ nhiên càng khó 
khăn hơn nữa khi muốn nâng từ 99,5% lên 99,9%. Không có hợp chất nào 
tỉnh khiết 100%. 


Các hợp chất cô lập được sau quá trình sắc ký cột, dù đôi khi quan sát 
bằng mắt thường thấy hợp chất ở dạng bột trắng, thậm chí ở dạng tỉnh thể 
không màu, dù sắc ký lớp mỏng sử dụng nhiều loại hệ dung ly khác nhau vẫn 
chỉ cho một vết gọn đẹp, những hợp chất này cũng chỉ đạt độ tỉnh khiết 90- 
95% mà thôi. Sở dĩ như thế là vì một tỉnh thể của hợp chất nếu có thể quan 
sát được bằng mắt thường là gồm rất nhiễu phân tử của hợp chất đó kết hợp 
lại với nhau, trong quá trình kết hợp lại với nhau, chúng cũng gom luôn một ít 
các phân. tử tạp bẩn từ môi trường bên ngoài và lượng này khá ít nên không 
thể nhìn thấy được bằng mắt thường. 


Với độ tỉnh khiết 90-95%, việc xác định cấu trúc hóa học bằng các 
phương pháp hóa lý sẽ không cho kết quả chính xác, vậy cần phải kết tỉnh lại 
hợp chất này. _ _ _ 
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Một hợp chất tỉnh khiết có độ tinh khiết > 95% mới có thể khảo sát 
bằng các phương pháp hóa lý. 

Thí dụ hai hợp chất 3-P-acetoxyspinasterol và 3-B- 
aCetoxychondrillasterol chỉ khác nhau tại cấu hình của carbon ở C-24. Hai 
hợp chất này có số liệu về ''C-NMR giống nhau, không thể phân biệt. Tuy 
nhiên, vì đây là hai xuyên lập thể phân (two diastereoisomers), nên chún E CÓ 
các đặc tính vật lý khác nhau (thí dụ nhiệt độ nóng chảy khá khác biệt như 
trình bày trong hình sau), nhờ vậy có thể tách riêng hai hợp chất này bằng kỹ 
thuật sắc ký cột. 





HạC~C-O 
O 3-B-Acetoxyspinasterol O 
m.p.= 188,5 - I§ØC 





3-B-Acetoxychondrillatcrol 
m.p.= 182 - 184°C 


2.4.3. Sự kết tỉnh phân đoạn (Fractional crystallization) 


chất ra khỏi một hỗn hợp là nhờ vào độ hòa tan khác nhau trong một dung 
mội nào đó, kỹ thuật này được gọi là kết tỉnh phân đoạn. . 


Thí dụ có một hỗn hợp gồm ba hợp chất A, B và C. Giả sử có thể tìm 
được một dung môi hoà tan vô hạn B và C ở bất kỳ nhiệt độ nào và A chỉ hòa 
tan bình thường. Thực hành bằng cho mẫu hỗn hợp vào dung môi nóng, lọc 
nóng qua một tờ giấy lọc. Để yên cho dung môi nguội từ từ, hợp chất A sẽ kết 
tính lại thành chất rắn (đĩ nhiên là có kết tỉnh lẫn theo nó là một ít B và C), 
trong khi đó lượng lớn B và C vẫn còn ở lại trong dung dịch cái. Lọc để lấy 
riêng tinh thể A. Thực hành việc kết tinh như thế thêm hai lần nữa bằng dung 
môi tỉnh khiết sẽ có tinh thể A tỉnh khiết 

Thực hiện như thế có nhược điểm là làm hao hụt sản phẩm chính, có 
thể khắc phục bằng cách nhập hai lần dung dịch nước cái của lần kết tỉnh một 


Trong một vài trường hợp đặc biệt, người ta có thể tách riêng một hợp 
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_ và hai, cô quay để thu hồi hợp chất và thực hiện sự kết tỉnh lại. 
2.4.4. Kết tinh nhờ nhiệt độ lạnh | 


Trong một vài trường hợp đặc trưng khi có một hợp chất hiện diện với 
hàm lượng cao trong cây cỏ khảo sát, người ta có thể thu được hợp chất ở 
dạng tinh thể nhờ nhiệt độ lạnh, với một vài thí dụ như sau. 


a) Gossypol thu từ nhân của hạt bông vải: Nhân của hạt cây bông vài 
được chiết bằng eter dâu hỏa để loại chất béo, phần bã còn lại được chiết với 
dietyl eter. Dung dịch eter này được lọc, thu hôi dung môi để còn một dung 
dịch khá đậm đặc, thêm vào đó acid acetic băng với lượng thể tích bằng một 
phần ba thể tích của dung dịch eter. Toàn thể dung dịch này được chứa trong 
một becher đậy bằng một tờ giấy lọc; để yên trong tủ lạnh 0°C trong một 
ngày, sẽ có bột mịn màu vàng tươi dưới đáy becher. Đó là phức gossypol- 
acid acetic. _ 

b) Maringin thu được từ võ trái nho: Chiết vỏ trái nho bằng nước nóng, 
lọc qua một lớp celit. Dung địch lọc được cô cạn bớt để có một dung dịch khá 
đậm đặc, để yên trong tủ lạnh 0°C trong một thời gian, thu được tinh thể 
naringin ngậm tám phân tử nước (nhiệt độ nóng chảy 8§3°C)., Lọc lấy tinh thể 
và kết tỉnh lại trong 1sopropanol (100 ml cho 8,6 ø naringin) thu được tỉnh :hể 
naringin ngậm hai phân tử nước (nhiệt độ nóng chảy 171°C). 


C) Piperin thu từ hạt tiêu: Hạt tiêu đen được chiết với etanol 95%, Dịch 
chiết được lọc, cô đậm đặc, thêm vào dung dịch KOH 10% trong alcol nếu 
thấy có tủa gì thì lọc bỏ tuả đó, Dung dịch lọc được để yên trong tủ lạnh 0°C 
trong một ngày hoặc vài ngày tùy hàm lượng piperin trong dung dịch, sẽ có 
tỉnh thể hình kim màu vàng dưới đáy becher. _ 
| d) Capsanthin thu từ ớt đỏ: Ớt đỏ được chiết với dietyl eter. Dịch chiết 

_ được lọc, cô đậm đặc. Với mỗi 20 ml dung dịch này, hoà thêm 60 ml eter dầu 
hỏa, dung dịch được để yên trong tủ lạnh 0°C trong 24 giờ sẽ có tinh thể 
capsanthm. _ 
| ©) Dung dịch chiết carotenoid thường có lẫn các sterol hiện diện ở số 
lượng khá lớn. Có thể loại bổ các sterol này bằng cách để yên trong tủ lạnh 
-10°C trong một ngày sẽ có sterol kết tủa, chỉ cần lọc bỏ sterol. 
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3.. PHÂN TÍCH SƠ BỘ HÓA -THỰC VẬT MỘT SỐ CAO CHIẾT _ 

Từ mẫu cây thô, áp dụng các kỹ thuật chiết trình bày ở các phần trên để 
có được cao chiết alcol toàn phân hoặc các loại cao có tính phân cực khác 
nhau. Trước khi bắt đầu quá trình sắc ký cột để cô lập các hợp chất tỉnh khiết, 
người ta thường muốn biết xem cao chiết này có thể chứa những loại hợp chất 
thiên nhiên mà người nghiên cứu muốn cô lập (trường hợp đã có mục tiêu cụ 
thể để theo đuổi) hoặc có thể chứa các loại hợp chất nào (để định hướng công 
việc và có các biện pháp xử lý thích hợp). 


Trước tiên, cần biết một số đặc điểm của cao chiết về độ hòa tan (tính 
ái nước, tính ái đầu), tính acid-base, điện tích của phân tử, độ bền, kích thước 
của phân tử... 


3.1. Tìm hiểu một số đặc điểm của cao chiết 
3.1.1. Tính ái nước, tính ái dầu. 


Muốn biết độ phân cực của một hỗn hợp nào đó, cần thao tác như sau: 
lấy một lượng nhỏ mẫu và làm cho mẫu thật khô (nên sử dụng lò sấy chân 
không để chất không bị hư hại bởi nhiệt độ), chia mẫu khô làm hai phần và 
thực hiện hai việc sau. _ 


da) Hoà tan trong dung môi 


Cho chất khô vào bảy ống nghiệm với số lượng bằng nhau, với mỗi ống 
nghiệm cho vào một loại dung môi từ không phân cực đến phân cực: hexan 
(hoặc eter dầu hỏa), cloroform, diclorometan, etyl acetat, acetonitril, 
metanol và nước. Độ hòa tan của chất khô sẽ cho biết khá rõ về độ phân cực 
của mẫu chất khảo sát. 


Tuy nhiên nếu mẫu khảo sát là hỗn hợp các hợp chất có tính hòa tan 
khác nhau, dung dịch khảo sát sẽ cho thấy có phân tan và một phần không 
tan, cần phải ly tâm hoặc lọc để lấy hai phần tan và không tan, khảo sát 
riêng. Lưu ý đôi khi hợp chất tan sẽ liên kết với các chất không tan để trở 
thành chất cũng không tan, xử lý trường hợp này bằng cách khuấy trộn hỗn 
hợp bằng cơ học hoặc bằng sóng siêu âm (sử dụng bổn sóng siêu âm, 
ultrasound batch). 
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b) Phân chia trong hai hệ dung môi không hòa tan vào nhau 


Cho chất khô vào lần lượt trong các hỆ sau: etyÌ acetat-nước, cloroform 
. thoặc diclorometan)-nước, hexan-nước. Quan sát xem chất khô phân chia 
nhiều vào trong dung môi nào, 

Trong trường hợp với một hệ hai dung môi nào đó mà chất khô không 
tan vào pha nào cả, phải kiểm tra xem chất này có tạo thành một lớp không 
tan hiện diện tại mặt phân cách giữa hai dung môi? Lý do là mẫu chất không 
tan vào trong dung môi nào nên nó kết tủa, hãy nhân cơ hội đó mà lọc để lấy 
hợp chất. 


3.1.2. Đặc tính acid/ base (pKa) 


Thực hành gần giống như phần 3.1.1 nhưng nên sử dụng một số lượng 
mẫu chất nhiều hơn để thử nghiệm cho kết quả rõ hơn, dễ quan sát. 


Chuẩn bị 3 ống nghiệm lớn. Hoà tan mẫu chất khô vào nước để có hỗn 
hợp huyền phù. Rót dung dịch vào mỗi ống nghiệm trên với lượng thể tích 
bằng nhau. Nhỏ một hai giọt acid hoặc base vào ống sao cho một ống có 
dung dịch là pH 3, một ống có pH 7 và một ống có pHI0. Rót dung môi ! ữu 
cơ (etyl acetat hoặc cloroform) vào mỗi ống. Trong mỗi ống, các hợp chất sẽ 
phân chia giữa hai pha như sau. 
| HÀ „ SE H00) TS 
Pha hữu cơ Pha nước 


3.1.3. Điện tích của hợp chất 


(Đọc thêm bài sắc ký trao đổi ion, phần lựa chọn nhựa trao đổi ion để 
thực hiện sắc ký trao đổi ion) _ 

— Sử dụng 4 loại nhựa trao đổi ion: nhựa trao đổi-cation mạnh SP, nhựa 
trao đổi-cation yếu CM, nhựa trao đổi-anion QAE, nhựa trao đổi-anion yếu 
DEAE. Mỗi loại nhựa sử dụng 100 mg nhựa cho mỗi 1 ml dung dịch mẫu 
chất thử. | 


Mẫu chất thử khô được hòa vào nước để có một hỗn hợp huyền phù. 
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Nhựa trao đổi- Nhựa trao đổi- Nhựa trao đổi- Nhựa trao đổi- 
cation mạnh SP X2 cc CM anion mạnh QAE anion yêu DEAE 
Dung dịch 
mẫu thử — Áe : ® 
pH3 pH? pHIO pH3 pH/ pHI0 pH3 pH? pHIO pH3 pH? pHI0 


Mỗi một loại nhựa trao đổi ion được cho vào 3 ống, như hình vẽ minh 
họa sau. Khuấy trộn nhẹ dung dịch và nhựa rồi để yên cho nhựa lắng xuống 
đáy ống nghiệm. Lọc hoặc gạn lấy phân dung dịch nổi bên trên để khảo sát, 
bằng cách so sánh phổ UV hoặc các kỹ thuật khác giữa phần dung dịch nổi 
bên trên với dung dịch ban đầu. 

Biết rằng nhựa trao đổi- anion yếu dietylaminoetyl (viết tắt là DEAE), 
chứa nhóm chức hoạt động -N”, sẽ gắn chặt các hợp chất có tính acid mạnh 
và không gắn được hợp chất có tính acid yếu (vì thế các loại hợp chất này sẽ 
hiện diện trong phần dung dịch nổi bên trên). Nhựa trao đổi-cation yếu 
carboxymetyl (viết tắt là CM), chứa nhóm chức hoạt động -COO”, sẽ gắn 
chặt các hợp chất có tính base mạnh, và không gắn được hợp chất có tính 
base yếu. Còn nhựa trao đổi cation mạnh QAE sẽ gắn được tất cả các hợp 
chất có tính acid mạnh và acid yếu; tương tự nhựa SP gắn được tất cả các hợp _ 
chất có tính base mạnh và base yếu. 


Từ kết quả này có thể suy đoán được hợp chất cần khảo sát có tính acid 
_ mạnh/ yếu hoặc tính base mạnh/yếu, từ đó có thể tìm được phương pháp thích 
hợp để cô lập chúng. 

3.1.4. Tính bền nhiệt _ 

Một hợp chất tự nhiên không bền nhiệt có thể là protein, và nó có thể bị 


loại bỏ (xem mục “Các chất gây cần trở). 
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3.2. Phân tích hóa -thực vật của cao chiết“ 


Cây cỏ thường có chứa các hợp chất tự nhiên như: steroid, alcaloid, 
Havonoid, glycosid, saponin, tanin, antraquinon, xanthon, coumarin, iridoid, 
acid hữu cơ... Để tìm hiểu sơ bộ xem cao chiết có thể chứa loại hợp chất nào 
trong những loại hợp chất trình bày trên, có thể áp dụng phương pháp sau. 


Nguyên tắc căn bản của phương pháp này là tách các hợp chất hữu cơ 
thành các nhóm khác nhau dựa vào độ hòa tan khác nhau của các hợp chất 
này trong các dung môi hữu cơ có tính phân cực khác nhau, sau đó mỗi nhóm _ 
được phát hiện bằng các thuốc thử đặc trưng. 


Tiến trình phân tích sơ bộ hóa-thực vật được trình bày trong sơ đồ 3. 
Cách thực hiện như sau. _ 


3.2.1. Chiết cao thô với dietyl eter 


Trong một erlen 250 ml, cho vào cao chiết thô (Š gam) và đietyi cter 
(30 mì), khuấy trộn đều trong 5 phút ở nhiệt độ phòng, lọc ngang qua giấy 
lọc. Lặp lại sự chiết với dietyl eter vài lần cho đến khi dung dịch chiết lần 
cuối không màu. Vậy, sẽ có dung dịch chiết dietyl eter. Phần bã không tan 
được giữ lại để thực hiện phân tiếp theo. 

Cho dịch chiết diety] cter vào bình lóng, chiết với 3 x 20 ml dung dịch 
nước KOH 10%: trong bình lóng có hai lớp là lớp nước kiểm và lớp dietyl 
eter . _ 

se Lấy lớp nước kiểm cho vào becher, trung hoà bằng dung dịch HCI 
25% cho đến khi trung tính, sẽ thấy tủa. Lọc bằng phễu để lấy tủa. Hoà tủa 
này vào 5 ml etanol 90° và chia dung dịch này vào đều trong 3 ống nghiệm. 

** Ống 1: Nhỏ vài giọt đung dịch KOH 10%, nếu thấy có màu đỏ, có 
thể có anragiycosid. _ ;.e 
_ # Ống 2: Acid hóa với HCI đậm đặc, sau đó cho một vài hột Mg kim 
loại, nếu thấy có màu đỏ, có thể có flavonoidl. ` : 

+ Ống 3: Nhỏ một giọt dung dịch lên tờ giấy lọc, nếu thấy trên tờ giấy 
lọc có vết mờ, có thể có acid báo. ˆ 
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Sơ đồ 3: Định tính sự hiện diện của các loại hợp chất tự nhiên có trong cao chiết 


KQH 105 
LVế rên giấc 


Mg/ HCl đâm đặc 













Flavonoid 


Thuốc thử Lieberman 
Cần có mùi thơm =— 
Tỉnh đầu 
Dung dịch| Thuốc thử Mayer ; 
nước acid _ Dyagendorif. ~” caloid 


Steroid 
























ào”, KOH: rồi HC] 
thô 


| TT Mayer: Dragendorf[F——— —— 
Thuốc thử Fehline Đường khử 
Mg/ HCI đậm đặc 
_—= 
Acetat Na + FeCI ậ 
. — NaaC 
Kể xehsé. Acid hữu cơ 


m——= 
Alcol cao đề —>Í Hợp chất uronic 


Thuốc thử Fehlin P Đường khử 
Acetat Na + FeCh : 


TT Mayer, Dragendorff Í ^Icaloid 










s Lấy lớp dietyl eter: cho vào bình lóng, rửa dung dịch eter này với 
nước cất (3 x 20 m]), tiếp theo chiết với dung dịch nước HạSO¿x 2% (3 x 5 m]), 
sẽ có hai lớp: lớp ety] eter và lớp nước acid 


+ Lớp nước acid được gom chung lại, định tính với các thuốc thử 
alcaloid. Thuốc thử Mayer cho tủa màu vàng nhạt; thuốc thử Dragendorff 
cho tủa màu cam; thuốc thử Bouchardat cho tủa màu nâu. 


# Lớp efyÏ efer được chia đều vào ba chén sứ và cho bốc hơi đến khô 


+ Chén 1: nếu có mùi thơm có thể có đừnh dầu. 
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® Chén 2: nhỏ vài giọt H;SOa đậm đặc, nếu có màu xanh, có thể có 
carotenotdL 


& Chén 3: sử dụng thuốc thử Lieberman (Ac;O/ H;SO¿): nhỏ 10 giọt 
anhidrid acetic vào chén để hòa tan cắn, rồi rót hết dung dịch này vào một 
ống nghiệm. Nhỏ chầm chậm vào đọc theo thành ống nghiệm vài giọt H;SO¿x 
đậm đặc, nếu thấy mặt phân cách giữa hai dung dịch trong ống nghiệm có 
màu vàng lục hoặc lục đỏ, có thể có 0 phyfosferol (steroid thực vật). 


3.2.2. Chiết bã cao còn lại bằng etanol 90° nóng 


Bả cao sau khi chiết với eter etyl được chiết nóng với etanol 90°. Bả 
cao được cho vào một erlen 250 ml đặt trên một bếp cách thủy, chiết với 
etanol 20° (3x 30 ml). Sau mỗi lần chiết, lọc ngang qua một tờ giấy lọc, gộp 
_ ba lần chiết lại để có dung dịch alcol. Phần bã không tan được giữ lại để thực 
hiện phần tiếp theo. 


Dung dịch alcol được chia đều thành 6 phần, mỗi phần khoảng 15 mì 
dung dịch. 


e© Phần 1: Pha loãng dung dịch alcol với 4 lần thể tích nước cất. Kiêm 
hóa bằng dung dịch NH„OH đậm đặc, sẽ có tủa. Lọc để có phần tủa và 
phần dung dịch qua lọc. 


* Phần tủa được hòa với 1 ml cloroform, cho vào ổ ống nghiệm. Thêm 
vào thuốc thử Lieberman gồm I1 mỉ anhidrid acetic và nhỏ chằm chậm vào 
dọc theo thành ống nghiệm vài giọt H;SO„ đậm đặc, nếu dung dịch có màu 
xanh dương lục, có thể có sferoid. 


* Phần địch lọc được acid hoá bằng HCI, sẽ có tủa. Lọc lấy tủa và 
hoà tủa với 3-4 ml etanol 90° và chia đều vào hai 6 ống nghiệm | 


®& Ống |: cho vài giọt KOH 10%, nếu có màu đỏ, có thể có 
antragiycosid. 

«b Ống 2: cho vào một ít bột Mg kim loại và vài Biot HCI đậm đặc, nếu 
có màu đỏ, có thể có flayonoid. 


e Phần 2: Pha \ loãng dung dịch alcol với 1 lần thể tích nước cất, rồi rót 
đều vào hai ối Ông nghiệm. 
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¿ Ống L: Trung hòa bằng acetat natri, sau đó thêm dung dịch FeC]a 
3%, nếu có màu xanh đen, có thể có /qnin. | 


sập Ống 2: Cho vào vài tinh thể Na;CO:, nếu có sủi bọt, có thể có acid 
hiểu cơ. 


e Phần 3: Dung dịch alcol được cô cách thủy cho đến cạn. Hoà cặn này 
với 3-4 ml H;SOa 2%. Dung dịch này được thử với 3 loại thuốc thử 
alcaloid: Mayer, Dragenđorff và Bouchardat. Nếu dương tính với tất cả 
ba loại thuốc thử, có thể có aicaloid. 
se Phần 4: Dung dịch alcol được cô cách thủy đến cạn. Hoà cặn này với 
4-5 ml nước cất, đun nóng và lọc. Cho vào dung dịch lọc 4-5 giọt thuốc 
thử Fehling A và 4-5 giọt thuốc thử Fehling B, đun cách thủy, nếu có 
tủa màu đỏ gạch, có thể có đường khử 
s Phần 5: Pha loãng dung địch alcol với 1 lần thể tích nước cất, rồi rót 
đều vào 2 ống nghiệm. Ông 1: Acid hóa, nếu có màu đỏ, Ông 2: Kiểm 
hóa, nếu có màu lục. Nếu cả hai ống nghiệm đều có màu như nêu trên, 
có thể có anfocyanosid. 
© Phần 6: Chia dung dịch alcol đều vào 2 ống nghiệm và cho bốc hơi 
cách thủy đến cạn. 
sẽ Ống 1: Cho vào 5 ml nước cất, bịt miệng ống nghiệm và lắc mạnh 
theo chiều dài của ống, nếu có bọt bên, có thể có Saponin. 

s© Ống +: Cho vào 0,5 ml cloroform và 0,5 ml anhidrid acetic. Nhỏ 
chầm chậm vào dọc theo thành ống nghiệm vài giọt H;SO, đậm đặc, nếu ở 
mặt phân cách xuất hiện màu tím, có thể có Saponin trierpen; nếu ở mặt 
phân cách xuất hiện màu xanh dương lục, có thể có saponin sferoid. 

3.2.3. Chiết phần bã cao còn lại với dung dịch nước H;SO, 1% 


Phần bã không tan, được chiết với dung dịch nước HạSOx 1% 
(3 x 20 m]). Lọc và chia đều vào năm ống nghiệm. 


® Phần 1: Lắc mạnh theo chiểu dài của ống, nếu có bọt bên, có thể có 
Saponin. 
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e_ Phần 2: Kiểm hóa với dung dịch NHOH 10%, chiết với diety] eter (3x 
5 ml). Lóng lấy lớp dietyl eter. Lại chiết lớp diety] eter này với dung 
dịch H;SOa 1%. Lóng lấy lớp nước, để định tính với ba loại thuốc thử 
alcaloid: Mayer, Dragendorff và Bouchardat. Nếu dương tính với tất cả 
ba loại thuốc thử, có thể có alealoid. 


e Phân 3: Cho vào dung dịch lọc 4-5 giọt thuốc thử Fehling A và 4-5 giọt 
thuốc thử Fehling B, đun cách thủy, nếu có tủa màu đỏ gạch, có thể có 
_ đường khử. : 
Tất cả ba loại thuốc thử, có thể có ølcaloid. 


e Phần 4: Trung hòa bằng acetat natri, sau đó thêm dung dịch FeCl]; 5%, 
nếu có màu xanh đen, có thể có anin. ˆ 


e Phần 5: Pha loãng với 2 lần thể tích etanol cao độ, nếu có tủa nhiều, có 
thể có hợp chất đường loại acid wronic. 


3.2.4. Tổng kết kết quả thử nghiệm và nhận xét 


Sau khi đã thử nghiệm như phân trình bày trên, cần phải làm bảng tổng 
kết để có thể đánh giá xem cao chiết có hoặc không có chứa những loại hợp 
chất tự nhiên nào. Bảng đánh giá có thể được trình bày như thí dụ trong 
bảng 7. 


Bảng đánh giá được trình bày với các ký hiệu (-) nghĩa là âm tính, 
không có hiện diện và ký hiệu (+) nghĩa là dương tính, có hiện diện. Đôi khi 
người ta ghi thêm các ký hiệu (++) hoặc (+++) nghĩa là hiện diện ở nồng độ 
_ cao hơn. Các ký hiệu (+), (++) hoặc (+++) chỉ có ý nghĩa so sánh tương đối 
trong cùng một điều kiện thí nghiệm, giúp cho người quan sát đánh giá rõ 
_ hơn về hàm lượng của một loại hợp chất trong cao chiết. Thí dụ trong bảng 7 
hợp chất “đường khử” hiện diện (+) trong dung dịch diety] eter, nhưng hiện 
điện nhiều hơn gấp ba lần trong dung dịch chiết etanol nên được ghi (+++). 


Từ sơ đồ 3 nhận thấy một loại hợp chất tự nhiên nào đó, thí dụ steroid, 
có thể hoà tan vào hai loại dung môi khác nhau là dictyl eter và etanol. Điều 
này có nghĩa là mẫu cây có chứa hai hợp chất steroid: một hòa tan trong 
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dietyÌ eter và một hòa tan trong etanol. Cả hai đều là loại steroid nhưng có 
gắn thêm những nhóm chức có tính phân cực khác nhau. 


Trong cùng một cây cũng có thể có nhiều hợp chất tuy cùng là loại 
alcaloid nhưng có thể có khung sườn khác nhau và mang các nhóm chức khác 
nhau nên có độ phân cực khác nhau. Vì vậy có alcaloid tan trong dung môi 
dietyÌ eter mà cũng có alcaloid không tan trong dietyl eter, nhưng tan trong 
etanol. 


Bảng 7: Thí dụ về tóm tắt sự hiện diện của các hợp chất tự nhiên có 
trong cao chiết. _ 


Loại dung dịch chiết | 


















Hợp chất 

| tự nhiên 

KOH 10% Màu đổ nhạt — | Antraglucosid 
"¬ ồ Acid béo 





: Flavonoid có tính 
Mg/ HGI đậm đặc Uó vòng màu đỏ nhân cực 


| | Thuố thử Lieberman | (ó màulụcđồ | Phytósterol 
_  |Bốchữđcồnhicẩn |C6mùhdm |Tmhdu ` 


_ Không Có 
H 
"¬ 230C [tôm nà carotenoid 
Mayer,  Bouchardat, | Có tủa màu Alcaloid có tính ít 
Dra@endorf - | 0hân cực 


| - | - |tấcmạnhdmgdịh | Khôngc6be. | Không so” 
jmw.x..cẻcn 


sứ Không có acid 
L[ | len — J=saw len 
Thuốc thử Fehling A,|Tủa màu đỏ Đường khử 

. IB ` | gạch 


Có tủa nhiều 
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Chương 2 


PHƯƠNG PHÁP NHẬN DANH 
CÁC LOẠI HỢP CHẤT TỰ NHIÊN 


Từ mẫu cây, sử dụng những kỹ thuật chiết tách khác nhau để có được 
cao chiết alcol toàn phần hoặc các loại cao có tính phân cực khác nhau. Áp 
dụng phương pháp phân tích sơ bộ về hoá-thực vật để biết trong cao chiết có 
thể chứa các loại hợp chất tự nhiên nào. Sau đó, cần tiến hành xác định sự 
hiện diện của các loại hợp chất tự nhiên nói trên bằng những phương pháp cụ 
thể hơn, để có thể chọn các biện pháp xử lý thích hợp nhằm cô lập các hợp 
chất tinh chất. 


1.ALCALOID 
1.1. Đại cương 


Alcaloid là nhóm hợp chất tự nhiên hiện diện khá nhiều trong các họ 
thực vật với cấu trúc hóa học và hoạt tính sinh học rất đa dạng. Trên thực tế 
_có rất nhiều loài thực vật có alcaloid nhưng ở mức độ vết hoặc tỉ lệ phần vạn. 
Để giới hạn với ý nghĩa thực tiễn, một cây được xem là có alcaloid phải chứa 
ít nhất 0,05% alcaloid so với mẫu cây khô. 


Do cách phân loại dựa vào cấu trúc nhân cơ bản không thể đáp ứng 
được cho số lượng alcaloid rất nhiều và đa dạng, nên để tiện lợi, các alcaloid 
được chia thành ba lơại: alcaloid thật, protoalcalod và giả-alcaloid 
(Pseudoalcaloid). Alcaloid thật là những hợp chất có hoạt tính sinh học, luôn 
có tính base, thường có chứa nguyên tử nitơ trong vòng đị hoàn, thườn g được 
sinh tổng hợp từ amino acid, phân bố giới hạn trong thực vật và hiện điện 

trong cây dưới dạng muối của một acid hữu cơ, ngoại trừ: colchicin, acid 
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aristolochic, alcaloid tứ cấp. Các alcaloid loại này thường được chia thành 
nhóm theo nguồn gốc sinh tổng hợp của chúng (ornithin, lysin, phenylalanin, 
tryptophan, histidin, acid antranilic....) hơn là theo vòng đị hoàn. 


Các protoalcaloid được xem là những amin có hoạt tính sinh học kể cả 
mescalin và W, N-dimetyltryptamin. Chúng là những amin đơn giản, được 
tổng hợp từ các amino acid, trong đó nguyên tử nitø không ở trong vòng dị 
hoàn. - _ 

_ Các giả-alcaloid, là những hợp chất không bắt nguồn từ những amino 
_acid, bao gồm hai nhóm hợp chất lớn là alcaloid steroid và alcaloid terpenoid 
(thí dụ conessin) và purine (cafenn). 


Hầu hết các alcaloid hiện diện trong cây có hoa, loại 2 lá mâm, nhưng 
người ta cũng thấy alcaloid trong động vật, côn trùng, sinh vật biển, vi sinh 
vật.. | 
| Chỉ có một đặc điểm chung thường gặp là tên của các alcaloid thường 
tận cùng bằng chữ “ine ”. _ 

Các đặc tính hóa - lý của alcaloid 

Đa số alcaloid không màu, ở trạng thái kết tinh rắn với điểm nón g chẩy 
xác định hoặc có khoảng nhiệt độ phân hủy. Một vài alcaloid ở dạng nhựa vô 
định hình, một vài alcaloid ở dạng lỏng (nicotin, coniin) và một vài alcaloid 
có màu (berberin màu vàng, betanidin màu đỏ). 





: HO 
N © 
CO 

C cmee NO) cay H 

N HO N ` 

¡ H : ¬ ị (3 N 

H Betanidin ị | 

(Amanita muscaria)  Ì " NZ CH;: 

ễ Coniin li sẽ l§ Nicotin hs 
(Conium maculalum) HOOC h COOH (Nicotianad tabacum) - (Berberis wallichiana) 


Alcaloid là những hợp chất có tính base yếu, do sự có mặt của nguyên 
tử nitơ. Tính base của các alcaloid cũng khác nhau tùy theo sự hiện diện của 
các nhóm thế R (mang các nhóm chức khác nhau) gắn trên nguyên tử nitơ. 
Các alcaloid tính base yếu thì phải cần môi trường acid mạnh để tạo thành 
muối, tan trong nước. | 
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— Các alcaloid ở dạng base tự do hầu như không tan trong nước, nhưng 
thường tan tốt trong dung môi hữu cơ như cloroform, dietyl eter, alcol bậc 
thấp. Các muối của alcaloid thì tan trong nước, alcol và hầu như không tan 
trong dung môi hữu cơ như cloroform, đietyl eter, benzen. Các protoalcaloid 
và giả-alcaloid thường dễ tan trong nước. 


Tính hòa tan của các alcaloid đóng vai trò quan trọng trong việc chiết 
tách alcaloid ra khỏi cây cũng như trong kỹ nghệ dược phẩm điều chế dạng 
thuốc để uống. 


Nói chung, alcaloid là hợp chất tương đối bền, tuy vậy, một số hợp chất 
thuộc loại dẫn xuất của indol dễ bị hủy hoặc biến chất khi gặp ánh sán g hoặc 
các tác nhân oxid hóa. 


1⁄2. Phương pháp định tính sự hiện diện của alcaloid trong bột cây! 


Để phát hiện sự hiện diện của alcaloid trong cây người ta thường áp 
dụng nguyên tắc thử của Webb Í_ cách thử này gồm cả hai phần như sau: 


- Phần 1: Bột cây xay nhuyễn (5 8) và dung dịch nước 1% H;SO¿ được 
cho vào erlen và đun nhẹ, trong 1 giờ. Lọc, lấy dịch lọc để thử nghiệm với cả 
ba loại thuốc thử: Mayer, Dragendorff, Wagner. 


Quan sát kết tủa, nếu có kết tủa theo qui định là dương tính. Tuy vậy, 
nếu không có kết tủa, chưa thể kết luận là không có alcaloid mà phải tiếp tục 
thử nghiệm phần 2. 


- Phần 2: Bột cây xay nhuyễn (5 8) được ngâm trong dung dịch Prollius 
là hỗn hợp gồm cloroform: etanol 95°: NH,OH đậm đặc, theo tỉ lệ thể tích là 
8: 6:1, môi trường phải có tính base. Ngâm nguội trong 24 giờ, ở nhiệt độ : 
phòng, thỉnh thoảng lắc trộn. Lọc và đuổi dung môi đến cạn, thu được cặn. 
Hòa tan cặn trong dung dịch nước HC] 1%, đun ấm cho dễ tan. Lọc, lấy dịch 
lọc để thử nghiệm với cả ba loại thuốc thử: Maycr, Dragendorff, Wagner. 

Cần phải thực hiện cả hai phần thử nghiệm vì mỗi thử nghiệm đều có 
ưu và nhược điểm. 

* Bột cây được chiết với đụng dịch nước-acid: dung dịch này có thể 
chiết tất cả các alcaloid ở dạng base tự do (N: sẽ biến thành NH tan trong 
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nước), alcaloid dạng tứ cấp NỈ, dạng N-oxid (N'-> O), dạng glycosid, 
alcaloid loại có tính phân cực mạnh tuy nhiên dung dịch này cũng chiết luôn 
những hợp chất như: coumarin, polyphenol, purine, amino acid, protein, các 
hợp chất có chứa nitơ... là những hợp chất tuy không phải là alcaloid nhưng do 
tan tốt vào dung dịch chiết nên có thể cho kết quả dương tính với thuốc thử. 


Phương pháp này không chiết tốt các alcaloid có tính base yếu, vì cần 
môi trường acid mạnh mới có thể tạo thành muối, tan trong nước. Cũng 
không chiết được các alcaloid có cấu trúc đặc thù như thí dụ sau, trong trường 
hợp đó đôi điện tử tự do trên nitơ có khuynh hướng dịch chuyển về C=C nên 
nitơ khó nhận proton H” để tạo thành muối, tan trong nước. 


| ` 
c+cCR — XPTC=N< 


% Bột cây được chiết với dung môi hiểu cơ — kiềm: dung dịch này chiết 
tốt những alcaloid dạng base tự do (N :) có tính phân cực kém và tính base 
yếu, cũng như các alcaloid có cấu trúc đặc thù -C=C_N-. 

Tuy nhiên, dung môi hữu cơ — kiểm không chiết được những alcaloid 
dạng N-oxid (N”—› O), dạng N' tứ cấp, dạng gÌycosid tan tốt trong nước. 

Ghi nhận kết quả: Kết quả thử nghiệm dương tính trên bột cây được 
trình bày bằng ký hiệu (-) với ý nghĩa không có alcaloid, (+) là hiện diện yếu, 
(++) là vừa, (+++) là mạnh. Nếu có thể định lượng thì hàm lượng alcaloid thô 

tính trên bột cây khô: nếu < 0,01% là thấp; 0,01- 0,1% là trung bình; > 0,1% 
là cao. ' 
1.3. Các thuốc thử để định tính alcaloid 1 

Có rất nhiều thuốc thử cho phản ứng tạo màu hoặc tạo kết tủa với 
alcaloid, nhưng các thuốc thử này cũng có thể cho kết quả dương tính với các 
hợp chất như: coumarin, polyphenol, purin, amino acid, protein, acid 
triterpen, hợp chất có chứa nitơ... | | 

Có ba thuốc thử thông dụng là: Mayer, Dragendorff, Wagner; ngoài ra 
còn một số thuốc thử khác để phát hiện các loại alcaloid đặc thù. 


} 
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a) Thuốc thử Mayer 
Hòa tan 1,36 g HgCl; trong 60 mÌ nước cất và hòa tan 5 g KI trong 10 
mÌ nước cất. Hỗn hợp hai dung địch và thêm nước cho đủ 100 mÌ. 


Nhỏ vài giọt thuốc thử Mayer vào đựng dịch qaclỦ loãng có chứa 
aÌcaloid, nếu có alcaloid sẽ xuất hiện tủa màu trắng hoặc vàng nhạt. Cần lưu: 
ý vì tủa tạo thành sẽ có thể hòa tan trở lại trong lượng thừa thuốc thử hoặc 
hòa tan bởi AcOH, etanol có sẵn trong dung dịch thử. 


b) Thuấc thử Dragendorff 


Hòa tan 8,0 g Nitrat bismuth Bi(NO2);,HạO trong 25 ml HNO: 30%. 
(d =1,18). Hòa tan 28 g KI và 1 mi HCI 6N trong 5 mÌ nước cất. Hỗn hợp 2 
dung dịch, để yên trong tủ lạnh 5°C cho tủa màu sậm và tan trở lại, lọc và 
thêm nước cho đủ 100 ml. Dung dịch màu cam-đồ được chứa trong chai màu 
nâu để che ánh sáng, cất trong tủ lạnh, có thể giữ lâu được vài tuân. 


Dung dịch dùng để định tính sự hiện diện của alcaloid bằng ống 
nghiệm hoặc để làm dung dịch phun xịt lên bản móng. ˆ 

- ĐỀ định tính bằng ống nghiêm: dung dịch acid loãng có chứa alcaloid 
đựng trong ống nghiệm, nhỏ vài giọt thuốc thử Dragendorff vào ống nghiệm 
nếu có alcaloid sẽ xuất hiện tủa màu cam-nâu. (Tủa alcaloid có thể được thu 
hồi bằng cách xử lý với NazCO¿ và chiết với diety] eter). 


Thuốc thử không phản ứng với hợp chất amino acid, nhưng có thể cho 
kết quả dương tính với những hợp chất có nhóm carbonyl tiếp cách như 
pyron, cnamaldehyd.... 

- Để phun xịt lên ấm bản mỏng: Pha dung dịch phun xịt: trong một 
bình phun xịt, cho vào lần lượt theo thứ tự: 20 mÌ nước; 5 ml HCI 6N; 2 mi 
dung dịch thuốc thử Dragendorff ở trên và 5 mĩ NaOH 6N. Dung dịch nếu trữ 
trong tủ lạnh có thể để lâu 10 ngày. Sử dụng dung dịch này phun xịt lên bản 
mỏng, nếu có alcaloid sẽ cho vết màu cam - đỏ. 

C) Thuốc thử Wagner ˆ | 

Hòa tan 1,27 g iod l› và 2 g KI trong 20 mÌ nước cất. Thêm nước cho đủ 
100 ml. Nhỏ xài giọt thuốc thử Wagner vào đng dịch acid loãng có chứa 
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alcaloid, nếu có alcaloid sẽ xuất hiện tủa màu nâu. 
đ) Thuốc thử Iodoplatinat (dung dịch đề phun xịt lên bản mỏng, phát 
hiện alcaloid có nitơ trong vòng dị hoàn) 


Dung dịch clorur platin 10% (3 ml) và 97 ml nước. KỊ 6g và 94 mi 
nước. Hỗn hợp 2 dung dịch này lại, trữ dung dịch trong chai lọ màu nâu. 


1.4. Phương pháp chiết tách alcaloid ra khỏi cây !:3 


Có hai phương pháp căn bản để chiết tách cũng như sơ chế các alcaloid 
ra khỏi bột cây khô, dựa vào tính base đặc trưng của các alcaloid. Người ta có 
thể chỉnh sao cho alcaloid ở dạng base tự do thì alcaloid sẽ tan tốt trong dung 
môi hữu cơ và chỉnh sao cho alcaloid ở dạng muối (N') thì sẽ tan tốt trong 
nước. Tuy vậy, mỗi phương pháp đều có ưu và nhược điểm riêng, tùy theo 
cần chiết tách loại alcaloid nào để chọn phương pháp thích hợp. 


1.4.1. Phương pháp chiết tách alcaloid bằng dung môi hữu cơ 
Phương pháp được trình bày tổng quát trong sơ đô I. _ 


NHƯ O0 Aurachin 
ĐI G„ (Stigmatella đurantiaca ) 
CHạ 


| S 
CH;-NH-C-OCH, 
Rebeccamydin Xi) | 





(Nocardia qerocolonieenecs ) : ọ 
H;C Niazinin 
HƠ. O' —— WMoringa olejfera, Morin 8accae) 
HO 


OH 
Šơ đồ †: Phương pháp chiết tách alcaloid ra khỏi hột cây hằng dung môi hữu cơ 
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Bột cây 
-Chiết với hexan hoặc eter dầu hỏa để loại béo 
Bột đã loại béo 


Tẩm với kiểm đến pH = 10-12 
Chiết trong Soxhlet với cloroform 


Dịch chiết CHC]; 


Đuổi bớt dung môi 


Dịch CHC]; đậm đặc | (200-500ml) 


Chiết với dung dịch nước acid 2% 


Dịch CHC]; Í Dịchchiếtnước |(Tổng alcaloid + chất khác) 


(Chứa những hợp chất hữu -Dung dịch kiểm, pH= 2-3 
cơ khác có trong bột cây) 'Ì -Tận chiết với CHC]: 


Dịch chiết nước Dịch CHC];, 


Dd. kiểm, pH= 6-7 
Trích bởi CHC]; 


| AIlcaloid có tính 
DihCHC, | | baeyến S. 


Dung dịch kiểm, pH= 10-12 -Làm khan nước bởi Na;SO¿ 
Chiết bởi CHC]a -Thu hồi dung môi 


| | Alcaloid tính base 
Dịch nước, bỏ . Dịch CHCH trung bình 


Làm khan nước 
Thu hồi dung môi 








AIcaloid có tính 


base mạnh 
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e Nguyên tắc tổng quát: Bột cây được tẩm với dung dịch kiểm để 
chuyển đổi các alcaloid ở dạng muối trở thành dạng base tự do; kế tiếp, bột 
cây tầm này được chiết với một trong các loại dung môi hữu cơ như: benzen, 
dietyÌ eter, cloroform, ety] acetat.... 


e Ưu và nhược điểm của phương pháp 


Do tẩm với dung dịch kiểm để biến các muối (N”) thành dạng alcaloid 
base tự đo, rồi chiết với cloroform nên phương pháp này không chiết được 
những alcaloid dạng N-oxid (N”-> O); dạng NỈ tứ cấp. Thêm nữa, việc sử 
dụng dung môi có tính phân cực trung bình như cloroform sẽ không chiết tốt 
các alcaloid glycosid, các alcaloid loại phân cực mạnh. 


Muốn khắc phục, trước khi chiết tách cần sử dụng bột kẽm Zn/HCI để 
khử dạng N-oxid thành dạng N tự do hoặc thủy giải alcaloid glycosid bằng 
dung dịch acid; hoặc đổi dung môi cloroform bằng loại dung môi khác có tính 
phân cực mạnh hơn. 


Việc lựa chọn nồng độ kiểm cho giai đoạn này cần phải có sự nghiên 
cứu kỹ. Việc tấm bột cây bằng kiểm với nồng độ mạnh/ yếu khác nhau có thể 
có những ảnh hưởng. Đối với alcaloid có tính base tương đối mạnh, nếu dùng 
dung dịch kiểm yếu để kiểm hóa thì có thể không đẩy được alcaloid ra khỏi 
_muối của nó. Đối với alcaloid có chứa nhóm chức ester, amid, thí dụ như 
airopine, Cocain, piperin .. nếu dùng kiểm nồng độ quá mạnh có thể cắt đứt 
nối này. Đối với alcaloid có nhóm -OH phenol, thí dụ như morphin, nếu 
dùng kiểm mạnh như NaOH, sẽ tạo muối phenolat không tan trong dung môi 
hữu cơ như cloroform. 





H Piperin 
H--_=-d (Piper nigrum) HƠY CH¡ 
CạẴH"”£ m. Morphin 
HOH;C Ax đỗ c Ị (Papaver somniferum 
Atropin Cocan _ Papaveraceae) 


trop | 
(Atropa belladonna) (Erythroxylum coca) 
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° Quá trình thực hiện: theo các bước như sau: 


2) Loại béo bột cây: nếu mẫu cây có chứa nhiễu chất béo, chất màu thì 
đầu tiên cần loại béo thật kiệt bằng eter dâu hỏa hoặc hexan. Sau đó, bột 
được phơi khô tự nhiên ngoài không khí. 


__ b) Tâm bột cây với dung dịch amoniac NHẠOH 10-25% (hoặc dung 
dịch Na;CO;; NaOH; CaCQx, vôi CaO.... Dung dịch kiểm được trộn đều với 
bột cây sao cho toàn bộ bột cây được tẩm thấm đều: dùng giấy pH có thấm - 
nước để kiểm tra xem có đạt pH 10-12. Để yên vài giờ. 

c) Chiết bột tẩm với dung môi hữu cơ: Thường chiết bằng máy Soxhlet 
để dễ trích kiệt, dung môi thường dùng là cloroform. Dịch chiết cloroform 
được cô đậm đặc còn lại khoảng 300-500 ml. 


d) Dịch cloroform được chiết lòng-lỗng bởi dung dịch nước acid 
I- 2%: Cho dung dịch cloroform này vào bình lóng và chiết lỏng-lỏng với 
dung dịch acid hữu cơ hoặc vô cơ 1-2% (pha trong nước. Các acid sử dụng có 
thể là H;SOa, HCI, acid tartaric, acid acetic... Chiết nhiều lần, mỗi lần một Ít 
dung dịch nước acid (n x 30 mì). 


Theo đõi quá trình chiết alcaloid ra khỏi lớp cloroform bằng cách kiểm 
tra dịch chiết lần thứ m với các thuốc thử alcaloid, đến khi âm tính với thuốc 
thử thì xem như đã chiết kiệt. Gom các lần chiết lại thu được dịch chiết nước 
acid. Dịch này chứa zổng các alcaloid và một số tạp: clorophyl, nhựa... Muốn 
loại bớt tạp thì chiết vài lần với eter dầu hỏa, etyl eter, cloroform. Trong một 
số trường hợp, có thể sử dụng dịch này để định lượng sơ bộ hàm lượng 
alcaloid bằng phương pháp cân hoặc phương pháp so quang. 


Lưới ý: Cần sử dụng đủ lượng acid mới có thể chuyển hết các alcaloid 
dạng base tự do, biến thành alcaloid dạng muối để tan được trong nước; nếu 
không, alcaloid vẫn còn ở lại trong lớp cloroform. 

Giai đoạn này thường bị nhũ hóa. Nếu bị nhủ ít, ly tâm hoặc lọc qua 
giấy lọc khô; nếu nhũ hóa nhiều, phải để lắng một thời gian trong tủ lạnh. 

e) Trong trường hợp dung dịch nước acid có nhiễu loại alcaloid khác 
nhau và mong muốn tách riêng các phân đoạn chứa các loại alcaloid, có thể 
áp dụng phương pháp chiết phân đoạn, như sau. 
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- Rót dung dịch acid vào bình lóng, chỉnh sao cho dung dịch nước acid 
đạt pH= 2-3. Dùng cloroform để chiết những alcaloid có tính base yếu. 


- Sau khi đã chiết hết các alcaloid base yếu, thêm dung dịch kiểm vào 
bình lóng để chỉnh dung dịch nước về pH = 6 - 7, dùng cloroform để chiết 
những alcaloid có tính base trung bình. 


- Sau khi đã chiết hết các alcaloid base trung bình, thêm dung dịch 
_ kiểm vào bình lóng để chỉnh dung dịch nước về pH = 10 - 12, rồi lại dùng 
cloroform để chiết những alcaloid có tính base mạnh. 


Chú ý: Trong mỗi giai đoạn với pH cố định, cần chiết cho kiệt hết các 
alcaloid có tính base yếu rồi mới chỉnh pH để môi trường kiểm 
mạnh hơn, mới giải phóng nổi những alcaloid có tính kiểm mạnh 
hơn hiện đang ở dạng muối, biến đổi trở về dạng base tự do, nghĩa 
là từ dạng muối (tan trong nước) trở thành dạng base hữu cơ (tan 
trong dung môi hữu cơ cloroform). 


ý) Trong trường hợp dung dịch nước acid có nhiều loại alcaloid và 
muốn lấy tất cả các alkaloid, kiểm hóa dung dịch nước acid đến pH= 10-12 
và chiết kiệt bằng cloroform. | 

8) Thu cao cloroform thô: Dịch chiết cloroform được gom lại, làm 
_: khan nước bằng Na;SO¿. Lọc và thu hồi dung môi, sẽ có alcaloid thô. 

1.4.2. Phương pháp chiết tách alcaloid bằng dung dịch nước acid 
thương pháp này được trình bày tổng quát trong sơ đồ 2. 


» Nguyên tắc tổng quát: Bột cây được tận chiết với metanol, dung môi 
rất tốt có thể chiết hết tất cả các alcaloid ở dạng base tự do, alcaloid dạng tứ 
cấp NỈ, dạng N-oxid (N*—> O), đạng glycosid, alcaloid loại phân cực mạnh 

và dĩ nhiên chiết luôn những hợp chất hữu cơ khác, 


® Ưu và nhược điểm của phương pháp: Khi sử dụng dung môi metanol, 
sẽ chiết hết tất cả, nên sẽ khó khăn trong quá trình tách riêng các alcaloid và 
_ các hợp chất hữu cơ. 


© Quá trình thực hiện: thực hành theo các bước như sau 
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- Tận chiết bột cây với metanol, thu hồi dung môi, được cao metanol. 


- Hòa tan cao metanol vào một lượng tối thiểu acid acetic băng, có đun 
âm ấm cho tan tốt nhằm biến đổi tất cả các alcaloid dạng base tự do và 
alcaloid dạng muối, thành dạng muối acetat, tan trong nước. 


- Thêm nước cất vào dung dịch, cho đến khi không còn thấy tủa trong 
dung dịch. Khuấy đều. Lọc bỏ cặn. Dung dịch nước này được chiết bằng bình 
lóng với dung môi hữu cơ như cloroform, dietyl eter... nhằm loại bỏ những 
hợp chất hữu cơ khác không phải là alcaloid. 


- Thu hồi dung dịch nước này ở áp suất kém, cho cao sệt có chứa tổng 
alcaloid thô ở dạng muối acetat, hầu như đã loại được gần hết những hợp chất 
không phải là alcaloid. 

Sơ đồ 2: Phương pháp tách chiết alcaloid ra khỏi bột cây bằng dung dịch nước acid 







Chiết với eter dầu hỏa để loại béo 
Bã còn lại chiết với metanol 
Thu hồi dung môi 


Hòa vào acid acetic băng, đun ấm 
Thêm nước cất. Lọc 
Chiết với cloroform 


Cô quay, đuổi nước 


Cao alcaloid thô, 
ở dạng acetat 


Trong trường hợp muốn tiết kiệm dung môi hữu cơ, có thể thực hành 
như sau: cao tổng alcaloid thô được hòa vào nước, dùng dung dịch acid để 
chỉnh dung dịch về pH = 3. Khuấy lọc. Dùng dung dịch kiểm chỉnh về 
pH = 10, để yên qua đêm, sẽ có tủa. Lọc lấy tủa. Hòa tủa vào nước, chỉnh về 
pH = 3, rồi lại cho kết tủa bằng dung dịch kiểm. Thực hiện vài lần sẽ thu 
được alcaloid thô. Kết tỉnh lại alcaloid trong dung môi. 


90 


Bả cây, bỏ 


(Chứa các alcaloid + chất hữu cơ khác) 









(Chứa muối alcaloid) 






Dịch cloroform 


(Chứa những hợp chất hữu cơ khác) 





_ PHƯƠNG PHÁP NHẬN DANH CÁC LOẠI HỢP CHẤT TỰ NHIÊN 
| 
- Tiếp theo, có thể tách riêng những alcaloid bằng sắc ký cột, nhất là 
sắc ký trao đối cation. 


2. FLAVONOID 
2.1. Đại cương 


Flavonoid là những hợp chất màu phenol thực vật, tạo nên màu cho rất 
nhiều rau, quả, hoa... Phần lớn các flavonoid có màu vàng (do từ flavus là 
mâu vàng); tuy vậy, một số sắc tố có màu xanh, tím, đỏ, không màu cũng 
được xếp vào nhóm này vì về mặt hóa học, chúng có cùng khung sườn căn 
bản. 


Flavonoid có cấu trúc cơ bản là 1,3-diphenylpropan, nghĩa là 2 vòng 
benzen A và B nối nhau qua một dây có 3 carbon, nên thường được gọi là 
_Cs -C -Cc. Cách đánh số tùy theo dây Ca đóng hay hở. Nếu dây C: đóng, thì 

đánh số bắt đầu từ dị vòng với dị nguyên tố oXigen mang số 1 rồi đánh tiếp 
đến vòng A, còn vòng B đánh số phụ. Nếu dây Ca hở, đánh số chính trên 
vòng B và đánh số phụ trên vòng A. 





Thường các flavonoid có mang một hoặc nhiều nhóm —OH ở vị trí 5 và 
7 trên nhân A và ở vị trí 3, 4, 5 trên nhân B. Các flavonoid có thể hiện diện ở 
dạng tự do hoặc dạng glycosid. Các đường thường gặp nhất là đường D- 
ølucose, kế đó là D-galactose, L-rhamnose, L-arabinose, D-xylose, D-apiose 
.Và acid uronic. 


Các flavonoid được phân thành nhiều nhóm với cấu trúc cơ bản khác 
nhau, dựa vào việc sinh tổng hợp, được trình bày trong sơ đồ 3. 

Chalcon hiện diện ít trong tự nhiên, flavanol và flavanonol cũng hiếm 
gặp; flavon và flavonol phân bổ rộng rãi trong thiên nhiên. Các glycosid 
flavonol như: rutin, quercitrin, kaempherol rất thường xuất hiện. Do có nhiều 
nhóm —-OH phenol nên các flavonoid có thể liên kết với nhau để tạo thành 
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phức tạp hơn hoặc tạo với các hợp chất khác trong cây thí dụ kết hợp với 
đường để tạo thành gÌycosid.... 


Các flavonoid thường dễ kết tỉnh và thường có màu. Flavon có màu 
vàng nhạt hoặc màu cam; flavonol có màu vàng đến vàng nhạt; chalcon có 
màu vàng đến cam đỏ. Các Isoflavon, flavanon, flavanonol, 
leucoantocyanidin, catechin kết tinh không màu. Antocyanidin thường hiện 


diện ở dạng 8lycosid thí dụ như: pelargonidin, cyanidin, delphinidim... tạo 
màu xanh dương, đỏ, tím cho những cánh hoa và trái. 





HO OH 
® f1 
o HO ĐÓ 
HƠ “`^oH 
O OH 
Pclargonidin 
(Viold tricolor) ÓH OH 
Robtcin 
OH QO (2,3,4.4',5-Pcntahydroxychalcon) 
3.8-Biapigenin 


(Robinia psewdoucucia) 


(Metasequoia giypgelbe KrisL) 


Sơ đồ 3: Sự sinh tổng hợp các flavonoid 


O,SCoA 


'f(OHÀ_ —> NH _ 3 CH-COOH xng ái 
HƠOH œ+ 
Í Aeid cinamic 
Phenylalanin HOOC 


AÁcid shikimic SR lâu -đ À 
”= = OH 
Ó  Auron SẺ ⁄ \ 
OH `. j A= 
⁄Z —,—— lí 
= | O Chalcon 
. l. Đihydrochalcon 


Œ)\.^~D Sono 


bớfs 6n ' Fcun 6i 
bÑöiï co Mg (Dihvdroflavonol) 
(Flav là 4-diol) ‡ 
s. ⁄ O. ⁄ 
fŠ | +O ` = 





O 
Biflavon 





TỶ 


O 
š Catechin Flavonol 
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Bảng 1: Màu của flavonoid đưới ánh đèn tử ngoại khi có và không có 
xử lý với kiểm. | 












| _ Khôngeốdugdihkiểm | PhunxMvớidunsdieh kiểm | 
Flavonoid Ảnh j... UV tình Sang UV { 
thường (VIS) 365 thường (VIS) 365 








Không màu: Nâu 







Flavon : Vàng Vàng | 
đến vàng nhạt | Xanh dương ".- HIẾN) 
Flavonol SHHHE Đạt đến "Vàng, Vàng Vàng 
vàng vàng- lục 






Flavanon Không màu Vàng _ 
Flavonol-3- | Không màu Vàng, | 
PÌycosid vàng-lục 
Catechin | Vệt tối 






Antocvanin 
Chalcon 






[ Nâutối | Xanh dương | Vệt tối 


Vàngsẩm | Vàng nâu Vàng cam- | Cam-đỏ 
_—— Xâm. cam đỏ tía 


2.2. Các thuốc thử để định tính sự hiện diện của flavonoid 
Có nhiều phương pháp để phát hiện flavonoid. 
2.2.1. Phân biệt sơ bộ bằng hơi amoniac 


Dưới ánh đèn tử ngoại UVsss và sự hiện diện của hơi ammoniac, các 
flavonoid sẽ thay đổi màu sắc. 


Cao chiết cây được chấm thành hai chấm riêng biệt lên trên cùng một 
tấm sắc ký lớp mỏng, giải ly. Cắt bản mỏng ra làm đôi: một bản để tự nhiên, 
còn một bản đặt trong bình kín bão hòa bằng hơi amoniac NH: và tiếp theo 
phun xịt bản bởi dung dịch 1% KOH/etanol. Lần lượt quan sát màu của các 
vết trên 2 bẩn: dưới ánh sáng thường và dưới ánh đèn tử ngoại 365nm. Sự 
khác nhau về màu tuỳ theo hợp chất flavonoid được trình bày trong bảng 1. 


2.2.2. Tác dụng với H;SO, đậm đặc | 
Hòa tan hợp chất flavonoid vào H;SO¿ đậm đặc: flavon và flavonol cho 


mâu vàng đậm đến màu cam và có phát huỳnh quang đặc biệt. Chalcon, 
auron cho màu đỏ hoặc xanh dương - đỏ. Flavanon cho màu từ cam đến đỏ. 
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2.2.3. Tác dụng với dung dịch 1% NaOH/ etanoi 


Nhỏ dung dịch NaOH vào một dung dịch flavonoid/ hòa tan trong 
etanol, sẽ có màu từ vàng đến cam-đỏ. Nếu là flavon, isoflavon, 1SOflavanon, 
flavanon, chalcon, leucoantocyanidin sẽ có màu vàng. Flavonol cho màu từ - 
vàng đến cam. Auron cho màu đỏ đến đỏ tím. 


2.2. 4. Tác dụng với dung dịch 1% AICI;/ etanol 


Tuỳ theo số lượng, vị trí của các nhóm hydroxy -OH, hơ chất 
flavonoid có màu khác nhau từ xanh lục đến xanh đen. 


2.2.5. Tác dụng với dung dịch acetat chì (có tính _ pha bão 
hòa trong nước 


Phun xịt dung dịch lên bản mỏng, sấy bản 110°C trong 10 phút. 


2.2.6. Phản ứng Cyanidin của Wilstatter (có tài liệu? gọi là 
phản ứng Shinoda) 
Phản ứng khử bằng bột Mg trong HCI/etanol trên các dẫn xuất 
flavono¡d. 


SÀ \ 70H Clorur cyanidin 
tự OH 





Etanol OH 
Thêm vào lần lượt: 
2 ml cao chiết hòa - I mỉ alcol /err-amyl 
tan trong metanol - 0,5 ml HCI đậm đặc 
— - 3-5 hạt Mg kim loại 
- Đun nhẹ vài phút 
Ống 1 đối chứng Ống 2 thử nghiệm Quan sát màu của ống 2 so với ống Ì _ 


Cách thực hiện như sau: Chuẩn bị hai ống nghiệm, cho vào mỗi ống 
2ml cao chiết hòa tan trong metanol. Ống 1 làm đối chứng. Với ống số 2: cho 
thêm 1 mi alcol zerf-butil hoặc alcol isoamyl; 0,5 mì HCI đậm đặc; 3-5 hạt 
magnesium kim loại. Đun nhẹ trong vài phút, sẽ xuất hiện màu ở lớp alcol 
phía trên. 


PHƯƠNG PHÁP NHẬN DANH CÁC LOẠI HP CHẤT TỰ NHIÊN 


Nếu cao chiết có chứa Jiavon, flavanon, flavonol, JÏavanonol, xanthon 
dung dịch trong ống 2 sẽ có màu cam, đỏ hoặc tím. Nếu cao chiết có chứa 
ISOfÏavon, isoflavanon, auron dung dịch không đổi màu (kết quả âm tính). 

Tài liệu” giải thích kết quả dương tính là do có chứa nhân 
†-benzopyron, như phản ứng trình bày bên dưới: còn tài liệu” chỉ cho biết kết 
quả và không giải thích. Nhưng nếu cho rằng kết quả đương tính là do có 
chứa nhân y-benzopyron sẽ không giải thích được cho các trường hợp của 
flavanon, flavanonol. | 


% Nếu sử dụng bột kẽm Zn thay thế cho bột Mg, thì chỉ có JÏavanonol 
cho màu đỏ xâm, còn flavonol và favanon cho màu hồng nhạt hoặc không 
màu. 


*% Bryant”Ì đã cải tiến phương pháp này để phân biệt flavonoid 
Ølycosid và flavonoid (aglycon) là sau khi thực hiện phản ứng Cyanidin, lấy 
riêng lớp màu và lắc với octanol. Nếu lớp màu từ lớp dưới chuyển hết lên lớp 
0ctanol ở trên, hợp chất thử là aglycon, nếu lớp màu vẫn nằm lại lớp dưới và 
lớp octanol không có màu, hợp chất thử là gÌycosid. 


2.3. Phương pháp tách chiết flavonoid ra khỏi cây !® !01 


Các flavonoid có độ hòa tan khác nhau tùy theo số nhóm hydroxy và 
các nhóm thế khác có trong cấu trúc hóa học, nên rất khó có một phương 
pháp chung để trích ly flavonoid ra khỏi cây. Flavonoid nào mang nhiều 
nhóm metoxy —OCH; và ít nhóm hydroxy -OH, có tính phân cực yếu, tan tốt 
trong dung môi ít phân cực như: benzen, cloroform, ctyÌ acetate đôi khi tan 
một phần trong hexan. Flavonoid mang nhiều nhóm hydroxy, có tính phân 
cực mạnh sẽ hòa tan tốt trong dung môi có tính phân cực như aceton, ctanol, - 
mectanol, butanol, nước... 


Các flavonoid glycosid, antocyanidin không tan trong đietyÌ eter nhưng 
tan trong nước nóng, etanol nóng. Riêng antocyanidin, do khá bền với nhiệt 
độ nên có thể được chiết tách dưới dạng clorur bởi dung dịch 0,01 N HC\/ 
metanol. _ 
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Sơ đồ 4: Qui trình chiết tách (lavonoid khỏi cây cỏ bằng dung dịch acetat chì 


Hoà vào etanol I0% 


Dung dịch nước 


- Dung dịch nước acetat chì 10%, khuấy đều, để yên 












- Lọc 


Dung dịch nước 








- Hoà vào etanol 10% | 
- Thêm dung dịch nước bão hòa NazSO, 
- Để yên. Lọc 





Dung dịch nước 


Cô quay chân không 


Sắc ký cột 


Các flavonoid riêng rẽ 






Tủa PbSO, 









2.3.1. Tủa flavonoid bằng dung dịch acetat chì (CHaCOO);Pb 


Qui trình được trình bày trong sơ đồ 4. Cao chiết được hòa tan vào dung 
dịch 10% etanol / nước chứa trong một erlen. Từ từ rót vào erlen này một 
dung dịch nước 10% acetat chì, khuấy nhẹ đều sẽ có tủa flavonoid. Lọc thu 
lấy tủa. Hoà tan tủa trở lại vào dung dịch alcol loãng, khuấy nhẹ cho thành 
một dung dịch treo đồng nhất. Rót thêm vào dung dịch nước bão hòa NazSO¿ 
nhằm loại bỏ tủa chì PbSOx. Lọc lấy dung dịch nước trong, đuổi nước bằng cô 
quay chân không thu được cao thô chứa flavonoid toàn phân. Sắc ký cột để 
tách riêng các flavonoid. | 


2.3.2. Hấp thu flavonoid bằng than hoạt tính 


Cho than hoạt tính vào dung dịch cao chiết nhằm hấp thu flavonoid. 
Lọc lấy than. Sử đụng lần lượt các dung môi hữu cơ từ phân cực yếu đến phân 
cực mạnh, thí dụ etyl eter, etyl acetate, metanol, nước nóng, phenol 7%... để 
chiết các flavono¡d có tính phân cực khác nhau. 
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Sơ đổ 5: Qui trình chiết tách flavonoid khỏi cây cổ bằng dung dịch kiểm 


- Hoà vào cloroform hoặc etyl acetat 


Dung dịch hữu cơ 


- Thực hiện sự chiết lồng - lỏng 
với dung dịch nước kiểm 5-10% 


Pha hữu cơ Chứa các flavonoid ở dạng _ 
: | lị 


- Acid hoá 
HO O 
Chứa các flavonoid ở dạng 


Pha nước acid 


- Thực hiện sự chiết lỏng -lỏng ˆ O 
với dung môi hữu cơ: cloroform, etyÌ acetat... 


- Làm khan nước với chất làm khan 
- Đuổi dung môi 


Sắc ký cột 




















° 5 . 


Các flavonoid riêng rẽ 





2.3.3. Tách phân đoạn các flavonoid bằng các dung dịch kiểm có 
độ kiểm khácnhau _- 


_ Các flavonoid do có mang nhiều nhóm -OH phenol nên có thể tan 
được trong dung dịch kiểm. Dựa vào nguyên tắc này, sử dụng các dung dịch 
kiểm loãng hoặc nước vôi để chiết flavonoid ra khỏi cây cỏ, sau đó dung dịch 
chiết được acid hóa để trả flavonoid về dạng —OH tự do. 


Thực hành: Hoà tan cao chiết vào dung môi hữu cơ thích hợp thí dụ 
cloroform, acetat etyL.. Tiếp theo, thực hiện sự chiết lỏng-lỏng dung dịch này 
với dung dịch nước kiểm 5-10% như: dung dịch borat natri, NaHCO¿, 
NazCO¿... Các dung dịch nước kiểm được gộp chung lại, và được acid hóa. Sử 
. dụng dung môi hữu cơ phù hợp để chiết tách các flavonoid ra khỏi dung địch 
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nước. Làm khan nước bằng CaC];, Na;SO,... Đuổi dung môi thu được cao thô 
chứa flavonoid toàn phân. Sắc ký cột để tách riêng các flavonoid. 


Qui trình chiết tách flavonoid bằng dung dịch kiểm được trình bày 
trong sơ đồ 5. 


3. SESQUITERPEN LACTON 


3.1. Đại cương "1 


Sesquiterpen lacton là nhóm hợp chất đặc trưng hóa — thực vật của 
những cây thuộc họ Cúc (Asteraceae). Hơn 900 hợp chất S©esquiterpen lacton 
đã được biết đến nay đều hiện diện trong các loài cây họ này và tập trung 
nhiều ở các tông (tribe): Eupatorieae, Vemonieae, Heliantheae, Helenicae, 
Astereae, Senecioneae, Anthemideae, Cynareae. Một số họ cây khác cũng 
có chứa sesquiterpen lacton nhưng ít hơn như họ Long Não (Lauraceae), Hoa 
tán (Umbelliferae), Ngọc Lan (Magnoliaceae). 


lá 
` CA 
R O 13 ¿ O 
1$ : 
O 


Ñ 


Germacranolid 





Seco-Germacranolid 








O 14 
| ó cóí- 
Mu Hi, To | anoli 
Ambrosanolid 
Eremophilanolid _ | : 
Eudesmanolid 0 Guaianolid O s  O 3, 
O Xanthanolid 


Về phân loại, sesquiterpen lacton được sắp xếp dựa trên cấu trúc khung 
cơ bản của sesquiterpen, với khoảng 20 dạng cấu trúc. Các dạng thường gặp 
nhất trong tự nhiên được sắp xếp theo số lượng giảm dần là: germacranolid, 
guaianolid, eudesmanolid, ambrosanohd, xanthanolid, elemanold và 
eremophilanolid. - 
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VÀ _ L2 OH | CH O 

H 4 TA. 
r€Hh O ÕH 
CH; lở SẠCH; ⁄X *=CH; 

CHy O HOHC Ö 

O - . 
Arborescin Aristolacton Artemisin Cnicin 
(Artcmisia arbotescens)  (Aristolochia reticulara) (Artermisia arten) (Cmicus benedictus) 


Sesquiterpen lacton được cô lập hầu như ở bộ phận lá, đầu hoa. Thường 
có vị đắng, không màu, có tính thân dầu, có một số hoạt tính sinh học đáng 
chú ý như kháng ung thư, kháng siêu vi, kháng khuẩn, kháng sốt rét (hợp chất 
artemisinin từ cây Thanh hao hoa vàng Arfemisia annua L.. hợp chất 
ambrosin từ cây Ambrosia marttina L. As.) 


3.2. Các thuốc thử để định tính sự hiện diện của sesquiterpen lacton 
Có nhiều phương pháp để phát hiện sesquiterpen lacton. 
3.2.1. Khảo sát cao chiết thô bằng phổ hồng ngoại (IR)? 


Có thể định tính sự hiện diện của sesquiterpen lacton ngay trên bột cây 
khô hoặc các loại cao chiết thô. Với bột cây khô có thể thực hiện như sau: 


Bột cây xay nhuyễn (10 g) được chiết với metanol (4 x 20 ml), mỗi lần 
chiết 20 phút ở 45°C. Gộp các dung dịch metanol, đuổi dung môi còn khoảng 
20 ml. Thêm vào 20 mÌ nước cất, cô cạn dung dịch này còn lại khoảng 20 ml. - 
Nhỏ vào dung dịch này từng giọt dung dịch nước acetat chì 10% nhằm loại 
bỏ các tạp nhựa. Lọc bỏ tủa. Dung dịch nước lọc được chiết lỏng-lỏng với 
cloroform (3x 50 ml). Gộp dung dịch chloroform, làm khan với Na;SO¿, đuổi 
dung môi, thu được cao chiết thô có chứa sesquiterpen lacton. Cao này được 
khảo sát hồng ngoại (IR, KBr). Nếu có sự hiện diện của sesquiterpen lacton 
_ SẼ CÓ “e ñi hấp thu nhọn, mạnh của nhóm carbonyl Quy Sö” tại vùng 1780 - 
1730 cm 


3.2.2. Sắc ký lớp mông v và phun xịt bản bằng dung dịch H;SO, 
đậm đặc 3i 
Các hợp chất sesquiterpen biapiftiiitfô lãi với các acid mạnh (như - 
acid sulfuric đậm đặc, đun nóng) bị dimer hóa để tạo thành cation với cấu 
trúc hóa học có nhiều nối đôi liên hợp. Cation với cấu trúc có 3-4 nối đôi liên 
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 ằẶ-—-ằ—— ằ———-_-^ 

hợp sẽ có màu đỗ sậm (x mạ„ # 545 nm); cation có 4-5 nối đôi liên hợp sẽ có 

màu xanh dương đen ( „may # 595 nm). Cấu trúc hóa học của các cation có 
màu được trình bày trong hình 1. 

Loại guaianolid, xanthanolid, germacranolid do có thể đóng vòng tạo 
thành guaianold nên cho màu xanh hoặc đỏ. Các loại ambrosanolid, 
cudesmanolid không cho phản ứng tạo màu (với thuốc thử trên chỉ cho xuất 
hiện vết màu đen). 

Thực hành: Cao chiết được chấm sắc ký lớp mỏng, giải ly, phun xịt bản 
bằng dung dịch acid sulfuric đậm đặc. Sấy bản ở 105°C trong 5- 
10 phút cho đến khi xuất hiện vết màu đỏ đậm hoặc màu xanh 
dương đậm. 


` HOOC 
/ — 
O > Cation màu xanh 
lÌ HOOC dương đậm 
H+ 
4 
O 


: O 
0) .ề : °— . › o*= 
O OH | 


-H+ 






Cation màu đỏ 


Hình 1: Sesquilerpen lacion tác dụng với H;S0, đậm đặc, đun nóng, 
biến đổi thành cation có màu đỗ đậm hoặc xanh dương đậm !®% 


3.2.3. Thử nghiệm với các thuốc thử đặc trưng”. 

Có thể thử bằng sắc ký lớp mỏng hoặc trong ống nghiệm (phải có 
ống đối chứng là ống chứa nước cất và không có chứa mẫu thử). Các loại 
thuốc thử sau đây cho kết quả dương tính với những hợp chất có chứa lacton 
bất bão hòa tại œ, B hoặc với các 8lycosid tim (do có chứa vòng lacton). 

8) Thuốc thử KEDDE: Đặc trưng đề phát hiện lacton vòng 5. 
Thuốc thử gồm hai dung dịch. Mỗi dung dịch được chứa riêng trong 
một chai _ 
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Dung dịch Íl: Dung dịch 2% của acid 3,5-dinirobenzoic trong 
metanol | | | 
_ Dung dịch 2: Dung dịch nước 5% KOH 

% Thử trong ống nghiệm: Khi cần thử nghiệm, nhỏ mỗi dung dịch nói 
trên (2-3 giọt) vào 1 ml dung dịch chứa mẫu thử. Kết quả dương tính là sau 5 
phút dung dịch chuyển thành màu đỗ fím. Lưu ý: Hoà tan cao chiết trong 
alcol, không nên hòa trong aceton vì aceton cho màu xanh dương đậm với 
thuốc thử. | 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Phun xịt bản móng là dung dịch 
gồm acid 3,5-dinitrobenzoïc (1 8) hòa vào hỗn hợp gồm metanol (50 mì) và 

dung dịch nước 2N KOH S0 mì). 
| b) Thuốc thử BALJET: Thuốc thử gồm hai dung dịch. Mỗi dung dịch 
được chứa riêng trong một chai 


Dung dịch 1: Dung dịch.1% acid DiCTic trong metanol 
Dung dịch 2: Dung dịch nước 10% NaOH 
% Thử trong ống nghiệm: Khi cần thử nghiệm, nhỏ mỗi dung dịch rói 


trên (2-3 giọt) vào 1 ml dung dịch chứa mẫu thử. Kết quả dương tính là sau 5 
phút, dung dịch chuyển thành màu vàng cam đến đỗ đậm. 

c) Thuốc thử LEGAL: Thuốc thử gồm hai dung dịch. Mỗi dung dịch 
được chứa riêng trong một chai 

Dung dịch 1: Dung dịch nước 0,5% natri nitroprussiat (dung dịch mới 
pha) | 

Dung dịch 2: Dung dịch nước 10% NaOH 

% Thử trong ống nghiệm: Lấy 2 mg cao chiết, hòa tan vào 2 - 3 giọt 
pyridin, nhỏ thêm vào 1 giọt dung dịch 1 và 4 giọt dung dịch 2. Kết quả 
dương tính là sau 5 phút, dung dịch chuyển thành màu đỏ đậm (nếu là glycosid 
tim), thành màu hồng (nếu là lacton bất bão hòa tại œ, P hoặc một vài 
œ-lacton hoặc f-lacton) ¬ Ề 
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X% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch phun xịt trên bản 
mỏng: natri nitroprussiat (1 g) hòa vào hỗn hợp gồm etanol (50 ml) và dung 
dịch nước 1N NaOH (50 mì), phun xịt lên bản mỏng, sấy nóng 5 phút, cho 
hiện vết màu đỏ tím. 

d) Thuốc thử TOLLENS: Các hợp chất lacton bất bão hòa ơ, B hoặc ÿ, 
y đều khử được dung dịch Tollens (là hydroxid bạc trong nước ammoniac; 
AgNO; trong NHẠOH) 


Thuốc thử gồm 2 dung dịch. Mỗi dung dịch được chứa riêng trong một 
chai | 


Dung dịch I: Dung dịch nước 0,1N AgNO› 
Dung dịch2: Dung dịch nước 5N NHẠOH 


* Thử trong ống nghiệm: Lấy 2 mÌ cao chiết, hòa tan trong alcol, nhỏ 
thêm vào 5 giọt dung dịch 1 và 5 giọt dung dịch 2, lắc nhẹ vài giây rồi để 
yên, sẽ thấy lớp gương bạc bám lên thành trong của ống nghiệm. Nếu khôn 8 
thấy phản ứng ở nhiệt độ thường thì nhúng ống nghiệm vào nước nóng. 


Đôi khi lớp gương bạc không hình thành vì ống nghiệm không sạch 
hoặc phản ứng chưa đủ, nhưng cho dù thế nào cũng có Ag kim loại bạc màu 
đen kết tủa dưới đáy ống nghiệm (đôi khi do hợp chất có hàm lượng thấp 
trong cao chiết, nên phải để qua đêm, sáng hôm sau mới thấy kết quả) 


% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch phun xịt trên bản 
mỏng: Hỗn hợp hai loại thuốc thử theo tỉ lệ (1:1), phun xịt lên bản mỏng, sấy 
bản ở 105°C trong 5-10 phút cho đến khi xuất hiện vết màu đen. 

e) Thuốc thử HYDROXYLAMIN-FeCI;: Đề phát hiện lacton, amid, 
anhidrid carboxylic. _ 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Pha thuốc thử để phun xịt bản 
mỏng | 

Thuốc thử gồm hai dung dịch. Mỗi dung dịch được chứa riêng trong 
một chai. Khi muốn hiện hình vết trên bản mỏng: phun xịt bản với dun ø dịch 
1, để khô tự nhiên ở nhiệt độ phòng rồi phun tiếp dung dịch 2, sấy khô sẽ cho 
hiện vết có màu đỏ tím. 
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Dung dịch I: 


% (a) Hydroxylamin (10g), nước cất (25 ml), cho vào bình định mức 
100 mi, thêm etanol cho đủ 100 ml, giữ dung dịch nơi thoáng mát. 


*% @®): KOH (10g) trong một lượng tối thiểu nước cất, rồi thêm etanol 
cho đủ 100 mL. : | 


*% Lấy dung dịch a (1 thể tích), dung dịch b (2 thể tích) trộn chung lại, 
lọc bỏ tủa nếu có, giữ trong tủ lạnh lâu được 2 tuần. 


Dung dịch 2: 


-_ Hoà tan FeCl:, 6H;O (10 8) trong 20 mi HCI 36%. Rót dung dịch này 
vào một bình có sẵn 200 mi dietyl eter, lắc bình để có được dung dịch đồng 
nhất. Dung dịch đậy nắp kín có thể giữ được rất lâu. 


3.3. Phương pháp tách chiết sesquiterpen lacton ra khỏi cây 


Các sesquiterpen lacton nói chung có tính phân cực trung bình, tan tốt 
trong cloroform, dietyÌ eter; tuy nhiên cũng có những sesquiterpen lacton tan 
trong eter dầu hỏa hoặc tan trong metanol là tùy thuộc vào việc phân tủ có 
mang thêm những nhóm chức khác. Không có một qui trình chuẩn nào để :hï 
tách chiết riêng sesquiterpen lacton ra khỏi cây cỏ. 

Bột cây khô được chiết bằng eter dầu hỏa để loại béo. Cao eter dậu 
hỏa này cần được kiểm tra bằng những phương pháp nêu trên để xem có 
chứa sesquiterpen lacton hay không -Tiếp theo, bột cây được chiết với 
cloroform, đuổi dung môi thu được cao cloroform có chứa S€Squiferpen 
lacton. Tinh chế để tách riêng các S€squiterpen lacton. 


4. TERPENOID - STEROID 
4.1. Đại cương về terpenoid Ê. 14. !5I 


Terpenoid là nhóm hợp chất tự nhiên mà cấu trúc hóa học dựa trên cơ 
_ SỞ các phân tử isopren liên kết lại với nhau, có công thức tổng quát (CzHg)n 
với n > 2. Tuy là dẫn xuất của isopren nhưng isopren lại không phải là tiền 
chất của quá trình sinh tổng hợp terpenoid. Chất liệu cơ bản để sinh tổng hợp 
terpenoid là pharnesy] pyrophosphat. | 
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Dựa vào số đơn vị isopren, người ta phân chia như sau 
4.1.1. Monoterpen (CoH:s) 


Là thành phần chủ yếu của tinh dầu, hiện diện tron ø khoảng 60 họ thực 
vật, nhưng chủ yếu trong 10 họ. Hàm lượng tinh dầu trong cây thường thấp, 
khoảng 1%, ngoại trừ nụ hoa cây Định hương Syzygium aromaticum (L.) có 
hàm lượng tinh dầu chiếm 15-20 %, trong đó thành phần chính là eugenol. 


Cấu trúc hóa học của các monoterpen có thể là mạch hở, 1, 2 hoặc 3 
vòng với khoảng 10 khung sườn carbon cơ bản chính (có tên gọi riêng cho 
khung) và nhiều khung biến đổi do sự chuyển vị các nhánh"! Một số khung 
sườn monoterpen và qui ước đánh số thứ tự các carbon trong khung được 
trình bày trong hình 2. Một số hợp chất tự nhiên loại monoterpen được trình 
bày trong hình 3. 





I0 9 s “G3 
ố „8 HIỂ, 
1 3 bì TT» h) ] 
2 4 6 9 10 
6 I0 —ẽ 
‡o{ Octodan m-Mentan !10 I0 9 
ỳ | sọ “ng Camphan Fenchan Caran 
3 3 ? 3 TÓ g 
$4 
2 6 
6 ` s 3 b) 
Xu ? Thujan 
Pinan 8 TT, 6: 6. 2 lsocyclen 


2 Tricyclen 


Hình 2: Một số khung monoterpen và cách đánh số khung theo qui ước quốc tế 


0 0SxGXO Ô 


Myrcen  Geraniol Ciral  Limonen a-Terpinen Cineol Pinen Campho Teresantalo] 
(Houblon) (Citronelle) (Verveine) (Citron) (Pin (Eucalyptus) (Pin) (Cưmphrier) (Santal) 


Hình 3: Một số hợp chất tự nhiên loại m0n0lerpen 
4.1.2. Sesquiterpen (CisHaa) 


Tinh dầu cũng chứa những hợp chất loại S€squiterpen. Thường gặp các 
Sesquiterpen lacton trong các cây họ Cúc. 


Cấu trúc hóa học của các hợp chất tự nhiên sesquiterpen có thể là mạch 
hở, 1, 2, 3 hoặc 4 vòng với 80 khung sườn carbon cơ bản chính"! 
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Một số khung sườn sesquiterpen và qui ước đánh số thứ tự các carbon 
trong khung được trình bày trong hình 4. Một số hợp chất tự nhiên loại 
Ssesquiterpen được trình bày trong hình 5. 


14 


lệ 14 
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t 
Hình 4: Một số khung sườn sesquiterpen và qui ước đánh số khung sườn carhon 
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` bà S lế 
À ÔT "` + 
: HOH;C 
Chamigren Hemandulcin Phytuberin Punctaporonin A 
(Chamaecyparis taiwanensis)  (Lippia đalcis) (Solanum tuberosum) (fồrsiii mail 


Hình 5: Một số hợp chất tự nhiên loại $§8Squiferpen 


4.1.3. Diterpen (C›oHs;) 


Trong tự nhiên, diterpen không vòng là hợp chất phytol. Diterpen đơn 
vòng là vitamin A. Diterpen bốn vòng có khung cơ bản là gIbberelan với thí 
dụ là gibberilin, chất tăng trưởng thực vật. Một số hợp chất tự nhiên loại 
diterpen được trình bày trong hình 6. | 


Cấu trúc hóa học của các diterpen có thể là mạch hở, 1, 2, 3 hoặc'4 
vòng với 70 khung sườn carbon cơ bản chính!®! Một số hợp chất tự nhiên có 
khung sườn diterpen và qui ước đánh số thứ tự các carbon được trình bày 
trong hình 7. _ 
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Asperdiol _ Cyathatriol 
(Eunicea asperula) — (Cÿathws-Arten) lễ 


CH 
2 'CHị Gipberelan _ 
(Cibberlla fuJikuroi) 


Hình 6: Một số hợp chất tự nhiên thuộc loại dilerpen 
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Hình 7: Một số khung sườn cơ bản loại diterpen và cách đánh số carbon 


4.1.4. Sesterterpen (CasHa) 


Trong tự nhiên, các hợp chất loại sésterterpen hiện diện với số lượng 
nhỏ. Cấu trúc hóa học của các sesterterpen có thể là mạch hở, 1, 2, 3 hoặc 4 
vòng với 6 khung sườn carbon cơ bản chính"! Một số khung sườn 
Sesterterpen và qui ước đánh số thứ tự các carbon được trình bày trong hình 8. 


: 17 
+ 24 yk) 22 21 25 24 233 
: ầ ? đay 21-7 7 bã 
Tế šX°Y*Y tí Wí4SXY WZ% % LÍ 6 ly rổ, 2à 7b. 


Š€sterterpen mạch hở 0 W2I 





Cyclohexan sesterterpen 


Cericeran 





Hình 8: Một số khung sườn cơ bản loại sesterlerpen 
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4.1.5. Triterpen (CaoHsa) 


__ Triterpen được phân bố rộng rãi trong giới động vật và thực vật, hiện 
điện ở dạng tự do hoặc glycosid. 
Cấu trúc hóa học của các triterpen có thể là mạch hở, 3, 4 hoặc 5 vòng 
với 33 khung sườn carbon cơ bản chính” Một số khung sườn triterpen và 
qui ước đánh số thứ tự các carbon được trình bày trong hình 9. 








HO | HO _” ñ HO ñ 
vVH COOH 
Acid sulphurenic Acid retigenic â~ Onocerin 
(Laetiporus sulphureus) (Lobaria retigena) (Ononis spinosa) 


Hình 10: Một số hợp chất tự nhiên loại trilerpen 
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_ 4.1.6. Tetraterpen (CaoHe) | _ 
Tetraterpen còn được gọi là carotenoid. Các hợp chất này thường có 
cấu trúc hóa học gồm hệ thống các nối đôi liên hợp, nên hợp chất có màu từ 
vàng, cam đến đỏ (tùy vào số nối đôi) tạo nên màu sắc cho hoa và trái cây. 


Cấu trúc hóa học của các tetraterpen có thể là mạch hở, 1 hoặc 2 
vòng! 'Ì_ Danh pháp các caroten gồm hai phần: tên chính là caroten (là 
phần mạch thẳng, mạch chính, stem name), tên này có tiếp đầu ngữ là hai 
mẫu tự Hy Lạp để cho biết cấu trúc hóa học của hai nhóm thế gắn ở hai đầu 
mạch chính. Cách đánh số hệ thống mạch thẳng và hai nhóm cuối mạch như 
trình bày trong hình 1 l1. 


Một số hợp chất tetraterpen tự nhiên được trình bày trong hình 12. 





Phytoen 
Lycopen 


B -Caroten 


Rubixantin 
(B,  - Caroten-3-ol) 





Hình 12: Cấu trúc hóa học một số hợp chất tự nhiên loại tetraternen 
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⁄Z .\OH : 
g SkỦ Lutein 
. 
O 


Đó Rhodoxantin 









4.1.7. Polyterpen (C:Hạ)„ 


Các polyterpen luôn có cấu trúc mạch hở, thẳng. Các polyterpen tự 
nhiên với độ polymer hóa cao (từ 500 đến 5000 đơn vị Isopren) là những hợp 
chất nhựa cây hiện diện trong khoảng 300 loài thực vật. Các nối đôi của các 
hợp chất tự nhiên polyterpen hiện diện hoặc tất cả ở cấu hình E hoặc tất cả ở 
cấu hình Z. 

Polyterpen tự nhiên được khai thác nhiều nhất là hợp chất caoutchouc 
từ nhựa của cây cao su Hevea brasiliensis (A. Juss) Muell, họ Thầu dầu 
(Euphorbiaceae), kế đến là hợp chất gutapercha từ cây Palaguiwm euffa, từ 
nhựa này người ta đã chế biến thành kẹo cao su (chewing-gum). 


: | Gutapercha 
" NHÀ ^ „. .. _ D2 (Palaquitun guifa, Sapotaceae) 
Ù : l ' ' 


Các nối đôi C=C có cấu hình E 


Caoutchouc 
a. r6. TÓ, (Hevea brasiliensis) 


Các nối đôi C=C có cấu hình Z 


4.1.8. Steroid 

Steroid là nhóm hợp chất tự nhiên phân bố rộng rãi trong giới động vật 
và thự vật với cấu trúc tổng quát là hệ thống vòng 
cyclopentanoperhydrophenantren hoặc trong một vài trường hợp hiếm gặp là 
dạng biến đổi của hệ thống vòng nói trên. _ 

Steroid có nguồn gốc sinh tổng hợp giống như triterpen với chất liệu cơ 
bản là pharnesyl Dyrophosphat. ' 
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Quá trình sinh tổng hợp để tạo thành các steroid hoặc các triterpen năm 
vòng được trình bày trong hình 13” ”. Giai đoạn đầu tiên của sự sinh tổng 
hợp là do enzym monooxygenase oxid hoá hợp chất squalen tạo thành 2,3- 
_ €poxysqualen, tiếp theo là sự đóng vòng. Tùy theo việc các phân tử squalen 
gấp khúc, xếp nếp, với cấu hình trong không gian theo kiểu dạng ghế hoặc 
dạng tàu mà sau khi đóng vòng, sẽ tạo ra sản phẩm có hình dạng khác nhau. 
Khi phân tử squalen gấp khúc để bố trí các vòng ABCD theo kiểu ghế-tàu- 
_ ghễ-tầu sẽ tạo cycloartenol, từ đó có thể biến đổi thành phytosterol và các 
dẫn xuất steroid. Còn khi phân tử squalen gấp khúc các vòng ABCD theo 
kiểu ghế“ghế“tàu-tàu sẽ tạo ra triterpen năm vòng. : 





PPO-H;C, 





“ã - 
| CHrOPP »qualen 


synthase 








Hai đơn vị 





farnesy] Squalen 2,3-Epoxysqualen 
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H 2,3 / | 
| ;3-Epoxysqualen H Í 2,3-Epoxysqualen 
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Các phytosterol HO 
Hình 13: Sự sinh tổng hợp tạo thành phytosterol hoặc trilerpen năm vòng 


Các triterpen năm vòng 





_ Cholesterol 


Các phytosterol là đặc trưng của giới thực vật. Ở giới động vật, “sự 
đóng vòng” theo kiểu khác để tạo thành lanosterol rồi thành cholesterol 
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Trong quá trình sinh tổng hợp các phytosterol, còn có thêm sự 
hydrogen hóa một phần, sự tạo ra thêm các nhóm chức alcol, sự mất đi ba 
nhóm metyl (giai đoạt chung của tất cả các sterol), “sự alkyl hóa” để gắn 
thêm vào nhánh hở ở cuối mạch, tại carbon C-24, một nhánh nhỏ metyl hoặc 
etyl. Nhánh nhỏ này giúp phân biệt các phytosterol với các sterol động vật. Ở 
các loại nấm, “sự đóng vòng” theo kiểu để tạo thành lanosterol. Tuy nhiên, 
thí dụ như ergosterol, cũng được alkyl hóa tại C-24 giống như phytosteroi 
nhưng vẫn giữ khung sườn của lanosterol. 

Các phytosterol được gặp nhiều nhất trong tự nhiên là stigmasterol, các 
P- và y-sitosterol . | 

Trong giới thực vật, có loại phytosterol mang thêm những vòng phụ: 
các sapogenin steroid của họ Khoai ngọt (Dioscoreaceae), các alcaloid 
steroid trong họ Cà (Solanaceae), phần genin trợ tim của họ Hoa mõm chó 
(Scrophulariaceae). _ 





: O 





HO 
-  Diosgenin Solasodin Solacongestidin - Thông 
: : Đigitoxigenin 
(Dioscoreaceae) (Solanaceae) (Solanaceae) (SôrophilsrircszE) 


4.2. Các thuốc thử đặc trưng để định tính terpenoid - steroid 

Có thể thử bằng sắc ký lớp mỏng hoặc trong ống nghiệm (phải có ống 
đối chứng là ống chứa nước cất, không có chứa mẫu thử và chứa thuốc thử). 

4.21. Phản ứng Liebermann-Burchard để phát hiện sferoid - 

triterpenoid | _ 

%X Thử trong ống nghiệm: Anhidrd acetic (1 m]), cloroform (1 mì), làm 
lạnh ống nghiệm rồi thêm 1 giọt H;SO¿ đậm đặc. Cho mẫu vào ở dạng rắn 
hoặc pha trong cloroform. Phản ứng dương tính là dung dịch đổi thành màu 
xanh dương, lục, cam hoặc đỏ: màu này bền không đổi. 
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X% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Trộn cẩn thận anhidrid acetic (5 
mÌ) và HạSOx đậm đặc (5 mi), để nguội và thêm vào metanol (50 ml) là dung 
dịch để phun xịt bản mỏng, sấy bản ở 110°C trong*5-10 phút. Steroid cho 
màu xanh dương —lục, triterpenoid cho màu đỏ. 

4.2.2. Phản ứng Rosenheim để phát hiện sferoid - triterpenoid 

% Thử trong ống nghiệm: Dung dịch mẫu thử (1 mì), acid tricÌoroacetic 
(2 giọt. Phần ứng dương tính là sau 20 phút dung dịch đổi thành màu xanh ' 
dương, có saponin trilerpen 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Hoà tan acid tricloroacetic (25 g) 
trong cloroform (100 mì) là dung dịch để phun xịt bản mỏng, sấy bản ở 

100°C trong 5-10 phút, nhìn bản dưới đèn UV. 
_ 4.2.3. Phản ứng Rosenthaler để phát hiện sferoid - triterpenoid 

% Thử trong ống nghiệm: Dung dịch mẫu thử (1 mì), dung dịch 1% 
vanilin trong etanol (2 giọt), HCI đậm đặc (1 giọt). Phản ứng dương tính là 
dung dịch đổi thành màu xanh lục hoặc tím. 

*% Thử nghiệm bằng sắc lộc lớp móng: Hoà tan vanilin (1 g) trong dung 
dịch nước 50% acid ortophosphoric (100 mìÌ) là dung dịch để phun xịt bản 
mỏng, sấy bản ở 1 10°C trong 10-20 phút đến khi hiện vết có màu vàn Ữ. 

4.2.4. Phản ứng Salkowski để phát hiện sieroid"®) 

X Thử trong ống nghiệm: Hoà tan mẫu thử (1-2 mg) trong cloroform (1 
ml) và nhỏ thêm vào H;SOx đậm đặc (1 ml). Phản ứng dương tính là dung 
dịch đổi thành màu đỏ đậm, xanh, xanh-tím. 

4.2.5. Phản ứng Noller để phát hiện sieroid - triterpenoid 

% Thử trong ống nghiệm: Dung dịch mẫu thử (1 mì), ŠnCh (2-4 giọt) 
nếu có màu đặc trưng, bền, khi so với ống chứng là dương tính. 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: cloroform (20 mÌ), acid acetic 
băng (20 ml), SnCH, (3 mì) là dung dịch để phun xịt bản mỏng. Sấy bản ở 
110°C trong 5-10 phút đến khi hiện vết. 
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4.2.6. Phản ứng Carr-Price để phát hiện sferoid - triterpenoid 


*% Thử trong ống nghiệm: Dung dịch mẫu thử (1 ml), dung dịch 20% 
SnC]; trong cloroform (1-2 giọt) nếu có màu đặc trưng, bền, khi so với ống 
chứng là dương tính. 


% Thử nghiệm bằng sắc ký lóp mỏng: SnCH; (I g) hoà tan trong acid 
acetic băng (1 ml) là dung dịch để phun xịt bản mồng. Sấy bản ở 100°C trong 
5-10 phút đến khi hiện vết, steroid cho màu vàng. triterpen cho màu xanh 
lục. | 


4.2.7. Thuốc thử pentaclorur antimon SbCI; để phát hiện ferpen 


% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch SbC]; (2 phần theo 
trọng lượng), CC (8 phần) là dụng dịch để phun xịt bản mỏng. Sấy bản ở 
120°C trong 5-10 phút đến khi hiện vết. 


4.2.8. Thuốc thử anisaldehyd - acid sulfuric để phát hiện dẫn xuất 
của terpen 


% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp Bă: anisaldehyd (0,5 mì), acid acetic 
băng (10 ml), metanol (8Š ml), HạSOa đậm đặc (5 mì) là dung dịch để phun 
xịt bản mỏng. Sấy bản ở 110°C trong 5-10 phút đến khi hiện vết màu tím, 
xanh dương, lục, đỏ, xám trên nền bản mỏng màu hồng. 


4.2.9. Thuốc thử Komarowsky: để phát hiện sferoid 


% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch 2% của 4- 
hydroxybenzaldehyd pha trong metanol (10 thể tích), dung dịch 50% H;SO¿ 
_ (1 thể tích) là dung dịch để phun xịt bản mỏng. Sấy bản ở 105°C trong 5 phút 
đến khi hiện vết màu vàng đến hồng. 


4.3. Các phương pháp chiết tách terpenoid ~ steroid ra khỏi cây 


__ Hầu hết các terpenoid, steroid là hydrocarbon có mang một số nhóm 
chức như hydroxy (-OH), acetyl (-OAc), eter (-Ö-), carbonyl (C=O ester 
hoặc acid carboxylic), nối đôi (-C=C-)... nên nói chung là những hợp chất có 
tính ít phân cực, có tính thân dầu nên tan tốt trong eter dầu hỏa, hexan, eter 
dietyl, cloroform... ít tan trong nước ngoại trừ khi chúng kết hợp với các phân 
tử đường để tạo thành glycosid. 


=1 
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Không có phương pháp đặc trưng nào để chỉ tách chiết riêng terpenoid- 
steroid ra khỏi bột cây. Sử dụng các dung môi hữu cơ nêu trên để chiết tách 
chúng ra khỏi cây cỏ và tiếp theo sử dụng các kỹ thuật sắc ký cột để tách 
riêng các hợp chất. _ 

Muốn chiết tách glycosid terpenoid hoặc glycosid steroid ra khỏi bột 
cây: sử dụng metanol hoặc etanol, sau khi đã loại béo bột cây. 


Sơ đổ 4: tui trình tách chiết riêng các sterol, 
triterpen ra khỏi cao eter dầu hỏa chứa nhiều chất béo 







- Tận chiết với eter đầu hỏa trong máy Soxhlet 
- Thu hồi dung môi | 


Cao eter dầu hỏa ] 


- KOH/ alcol, đun hoàn lưu cách thủy 3 giờ 
- Rót hỗn hợp phản ứng vào becher có chứa sẵn nước 


Dung dịch nước kiểm 


- Tận chiết lỏng - lỏng với etyl eter (bình lóng) 
Lớp nước 


Lớp etyÌ eter 
- Acid hóa với HCI 50% 


: i - Rửa với nước, đến pH = 7 
- Chiết lỏng-lỏng với cloroform - Làm khan nước 


- Lọc, đuổi dung môi 


: Cao eter dầu hỏa 
- Làm khan nước đã xà phòng hóa 


- Lọc, đuổi dung môi P ' 
- Sắc ký cột 


(Chứa các acid béo ) 






















(Các chất tan 
tốt trong nước) 






Tách riêng các sterol và 
các hợp chất hữu cơ khác 





Các sterol thường kết hợp với lipid, caroten, lecitin. Tuy nhiên, dù 

_ sterol hiện diện ở trạng thái tự do, do các sterol hòa tan tốt trong dung môi 

eter dầu hỏa, nên sterol sẽ ở chung trong cao chiết này. Muốn loại bỏ các , 

chất béo, tách riêng sterol ra khỏi cao eter dầu hỏa có thể thực hiện việc xà 
phòng hóa trình bày trong sơ đô 4. 
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Thực hành việc điều chế cao eter dầu hỏa đã xà phòng hóa. 


Trong một erlen hoặc bình cầu, cho vào cao eter dầu hỏa (l œg), 
NaOH hoặc KOH rắn (0,9 œ g), metanol hoặc etanol 95° (6 œ ml). Hỗn hợp 
được đun hòan lưu cách thủy trong 3 giờ. Rót hỗn hợp này vào một becher có 
chứa sẵn 5-10 œ mÌ nước, sẽ có dung dịch nước. Dung dịch này được chiết 
lỏng -lỏng nhiều lần với dietyl eter (phải kiểm tra để xem đã chiết kiệt 
chưa). Gộp các dung dịch dietyl eter . Rửa dung dịch dietyÌ eter với nước cất 
nhiều lần cho đến khi có pH = 7. Dung dịch đietyl eter được làm khan nước 
với NaaSÙa. Đuối dung môi sẽ thu được cao eter dâu hỏa đã xà phòng hóa, 
chứa các sterol. Sắc ký cột để tách riêng từng sterol. 


Phản ứng xà phòng hóa để cắt đứt triglycerid nhằm loại bỏ các chất 
béo 


CHạ—O-C— 
z trị R—C-f›sX 

O CH;—OH ụ ®® 
CH—O-C—R¿ KOH/ Etanol CH— OH + ©@ 

fl Ì Rạ—C- K @ 

| CHạ—OH D ~c-de= 

CH;—O-C—Rạ 3 O sa 
Chất béo Ö Giycerol Muối của acid carboxylic 
(Triglycerd) - (Tan trong nước) (Tan tốt trong nước) 


Sau khi chiết eter dầu hỏa xong, dung dịch nước còn lại (có chứa các 
_ muối RCOOK) được acid hóa bằng HCI 50% và được chiết lỏng — lỏng với 
cloroform để chiết các acid béo RCOOH. Gộp dung dịch cloroform, làm 
khan nước và đuổi dung môi thu được cao cloroform chứa các acid béo. Hỗn 
hợp này được ester hóa và phân tích thành phần, hàm lượng, các ester béo 
bằng kỹ thuật GC-MS (Xem phần lipid). 


Chúý: Chỉ thực hiện việc xà phòng hóa trên cao eter đâu hỏa khi khảo sát 
bằng sắc ký lớp mỏng thấy cao cho xuất hiện vệt kéo đài từ mức 
xuất phát đến mức tiễn tiến dung môi trên tấm bản mỏng. Còn nếu 

; _ sắc ký lớp mỏng cho các vết rõ ràng thì nên thực hiện sắc ký cột 
ngay trên cao này, bởi vì sự xà phòng hóa sẽ cắt đứt luôn các nối 
cster sterol (hoặc các nối amid của các hợp chất alcamid, hoặc nối 
ester của các sesquiterpen lacton...), đưa đến việc cô lập được các 
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hợp chất không đúng với trạng thái nguyên thủy của hợp chất hiện 
diện trong cây. : : 


5. CHẤT BÉO 


9.1. Đại cương về chất béo Í*” !ði 


Chất béo là những hợp chất hữu cơ thu được khi chiết mô, tế bào bởi 
những dung môi không phân cực. Người ta thường chia chất béo thành các 
nhóm: sterol (không chứa nối ester, không bị thủy giải), nhóm sáp, nhóm 
ølycerid, dầu béo, nhóm chất béo phức tạp (phospholipid, lipoprotein...). 


Lipid có liên quan đến nhiều chức năng sinh học của thực vật, động 
vật, vi sinh vật. Lipid là nguyên liệu dự trữ năng lượng. Trong động vật hữu 
nhũ và loài chim, lipid dự trữ trong các mô mỡ và hiện diện chủ yếu ở dạng 
triacylglycerol cùng với một lượng ít acid béo tự do và hỗn hợp glycerid. Ở 
trong con cá mập, cá đuối, lpid hiện diện chủ yếu ở dạng triacylglycerol và 
squalen. Trong loài cá có nhiều xương, lipd hiện diện ở gan, bắp thịt, tủy 
Xương. 


5.1.1. Sáp 


Lá cây và vỏ trái cây (loại trái cây có vỏ trơn láng) được che phủ bên 
ngoài bởi một lớp bảo vệ mềm mại, không thấm nước. Lớp bể mặt này chắc 
chắn, trơn láng, liên tục, hơi ẩm ướt. Các loại khí, hơi nước có thể đi xuyên 
ngang qua, thấm được vào bên trong của lá cây ít hay nhiều là tùy vào lớp 
màng che phủ này dây hay thưa. Không có màng che chở này cây cỏ sẽ 
nhanh chóng bị khô héo dưới ánh sắng mặt trời. 

Lớp màng này được tạo thành bởi cutin và sắp. 

X Lớp cufin được tạo nên do các phân tử hydroxyacid bị ester hóa-liên 
phân tử: một nhóm chức -COOH của một phân tử tạo nối ester với nhóm 
chức alcol của một phân tử khác, tạo nên một mạng, như trình bày trong hình 
14.. 

Các acid dây dài Cs và C¡s như acid palmitic, steric, oleic rất thường bị 
Các enzym monooxysgenase oxid hóa tại nối đôi C=C tạo thành epoxy và tiếp 
theo là sự hydrat hóa tạo thành hai nhóm hydroxy tại Cọ và Cịo, từ đó có các 
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CC ốc mm ——— `. 


hydroxyacid (nhóm hydroxy tại carbon cuối mạch được gọi là vị trí œ). Các 
phân tử hydroxyacid bị ester hóa-liên phân tử tạo nên một hệ thống mạng 
ngang (hai chiều). Trong hệ thống mạng hai chiều, một trong hai nhóm alco]l 
thường ở dạng tự do, nhưng chính nhóm chức -OH này sẽ tIẾp tục sự ester 
hóa liên phân tử để tạo nên mạng ba chiều. 


Lớp cutin tạo thành do sự polymer hóa từ những thành phần của chất 
béo. nhờ sự polymer hóa mà cutin không tan trong những dung môi của chất 
béo; nhờ vào các nhóm chức —OH tự do nên lớp cutin cũng có được phần nào 
tính ưa nước. _ 


Khi cây cỏ ở trong điều kiện ẩm ướt, hệ thống màng cutin sẽ lơi lỏng 
hơn để phân tán bớt nước trong quá trình hô hấp và trong điều kiện khô hạn, 
hệ thống màng cutin sẽ tự co chặt lại giúp cây khỏi bị mất nước. 
| W | O 
° ^“~9#—~~‹o*~.—... 
O O w * 
| 


O 


HO 


Nhóm -OH tự do 





wO^~—~^~~ TS 
O O. 
Hình 14: Lớp cutin của lá cây là lớp mạng che phủ bên ngoài của lá cây, 
được tạo thành do sự ester hóa liên phân từ giữa các hợp chất hydroxyacid 
Bảng 1: Công thức hoá học của một số acid béo thường gặp. 
Kýhệu | Loàiựcvt  — 
CEPTIIC 5:0 cây Cọ, Họ Cau (Arecaeae) 
Capric 10:0 1. 
|Lamc —— |120 
Myristic 14:0 - | Quả Nhục đậu khấu _ 
(Myristicaceae) | 
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[Paimiic  |]iG0 —  [Tronghẩuhếtcác loại dầu béo 
Palmitoleic 16lÁAyz  )| Rất thông dụng, hàm lượng nhỏ 
¡ Stearic 18:0 Trong nhiều loại dầu béo, hàm 


lượng nhỏ 
Ricinoleic Dâu thầu dầu 
Oleic Trong hầu hết các loại đầu béo 
Linoleic 
œ-Linoleic | 
y-Linoleic 
Parinaric 


Eleosteric 18:3  Aoz, ¡ị¡g, | Dầu của cây cho gỗ ở Trung Quốc 
— | HE 


Arachidic 20:0 
Arachidonic 20:3 Áa 11.14Z 
Limmolenic 20:4 Ás, 8.11.14Z 


Eicosapentaenoic | 20:5 As, | Một loại dầu cá 
81114172: 


220 |FaIin 
ECurIC 22:1 Aqsz _ | Colza (Brassicaceae) 


Ghi chú: 18:3Aa t;as; : 18 là acid béo có mạch dài 18 carbon; 3: tổng số các nối đôi C=C có 
trong mạch và ở tại Cọ, C¡; và C¡s; Z: nối đôi có cấu hình Z. 






18:1-OH Aozˆ 








Dầu phọng 
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Bảng 2: Thành phân tương đối của acid béo thường gặp trong một số 


¡d béo bão hòa 


— Cựgg 


Stearic 
J=.x 


_ - | 5 
_ - | 10 -| 
 _ - | 10-5 
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Bắp E—L-+T+LL+Lz| - |4. 


- 


ýÄx”..“.n". on 


 Lứp sáp là chất liệu tráng phủ lên hệ thống màng cutin. Chất này 
không tan trong nước, không ẩm ướt, có nhiệt độ nóng chảy thấp. 

VỀ cấu tạo hóa học, sáp là hỗn hợp của các ester của các acid 
carboxylhc mạch dài với các alcol mạch dài. Các acid carboxylic thường có số 
carbon chẵn (16 đến 36 carbon), các alcol thường có số carbon chấn (24 đến 
36 carbon). _ | 


Thành phần chính của sáp ong là triacontyl hexadecanoat 
CH¡—~(CH;)¡+~C~O—(CH¿);¿~CH; 
O 
5.1.2. Triglycerid (dầu thực vật, mỡ động vật) 


Dầu béo là lipid dự trữ của thực vật. Dầu béo hiện diện với hàm lượng 
thấp ở bộ phận rể, lá, thân cành nhưng hiện diện với hàm lượng khá nhiều ở 
hạt và nhiều loại quả. : 


Dầu thực vật và mỡ động vật mặc dù có trạng thái bên ngoài có vẻ 
khác nhau (mỡ động vật, bơ là chất rắn còn dầu bắp, dầu phọng là chất lỏng) 
nhưng chúng có cấu trúc hóa học tương tự, đều là triacylglycerol hay thường 
được gọi là triglycerid. Dầu hoặc mỡ của một nguồn nguyên liệu thường là 
hỗn hợp của nhiêu triglycerid. 


Triglycerid là triester của glycerol với 3 acid carboxylic dây dài. Khi 
thủy giải với dung dịch nước kiểm, triglycerid cho glycerol và 3 hợp chất acid 
béo. Ba acid béo không nhất thiết phải giống nhau. Các acid béo thường là 
mạch thẳng, có số carbon chấn, khoảng 12-20 carbon. Nối đôi C=C rhường 
hay có cấu hình Z; tuy vậy, cũng có gặp nối đôi C=C cấu hình E trong dâu 
của một loài cây cho gỗ ở Trung Quốc (Bảng 2). 
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Trong thiên nhiên, có khoảng 40 loại acid béo. Tuy có nhiều loại acid 
béo, nhưng trong thành phần của đa số các acid béo thực vật, thường chỉ gặp 
một vài acid béo như acid palmitic, acid stearic, acid linoleic.. 


Bảng 1 cho biết công thức hoá học của một số acid béo thường gặp và 
bảng 2 cho biết thành phần cấu tạo tương đối của các acid béo trong một số _ 
đầu béo và mỡ động vật. 


Phần trình bày trong bảng 1 và 2 cho thấy các acid béo thực vật thường -_ 
là mạch thẳng với số carbon chẵn, khoảng 12-20 carbon, mang nối đôi C=C 
có cấu hình Z, tuy nhiên người ta cũng cô lập được từ thực vật một số acid 
béo bất thường, thí dụ như mạch với số lẻ carbon, có mang thêm nhánh hoặc ~_ 
vòng, có nối đôi C=C cấu hình E, có mang nối ba C=C.... 

Các chất béo thực vật có thể là acid béo, nhưng cũng có thể là hợp chất 
với mạch carbon dài, mang những nhóm chức khác như: aldehyd, ceton, eter, 
©ester, amid hoặc chỉ là alcan thuần túy. Một số hợp chất tiêu biểu được trình 
bày trong hình 15. 


CHạ 
_ _ẤY ÀN Ä N N2N12ư*N ^⁄ 


Acid malvalic OAc¡d PIptoporic 
(hạt bông vải Gossypiưm hirsutum) (Piptoporus australiensis) Hạ H 
| — 
CHạ—~(CH;)s (CH;) 1424 
H H `o 
13 C= C. „H 54I „ 
CHSC-CSC-CH=C°CH  c=C( CHạ—(CH¿);  (CH¿)¡, be 
H CH;-COOH =& | 
Mycomycin H H 
(Một loài cây họ Cúc) 82, 42Z-24,25-Epoxy-8,42-henpentacontadien 
(Nauphoeta cinerea) - 
| O 
Ỷ CH ~(CH2)¡a (CHa) 
Acid hydnocarpic cớ sv z}io CH›. cờ ca 
( cây họ Flacourtiaceae) H `; Ácid vernolic 


o _ (Vernonia gaÌamensis ) 


. H 
HạC L3 1b »®hyô»s-n cuùnn HạC,, *À eCOOH 
Aci sarcodontic - Ị : : 
: (Sarcodomtia $afosa). Acid roccellic 


14 \C., 
Ó CH:-(CH;);o—CH¿z` )) “COOH (Roccella fucoides) 
— =H 
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OH 2Ị 1°. \ 3š: 
HạCO ~(CH;)¿o-CH; HN 2 ^— ———~~—~~>—~—.——~.-*~~.`¬“ 
: ÒH $ 8 
HO. ^ : N 
OCH; Hierridin ' HỒ ÖH Gynuramid I 
(Ramalina hierrensis) (Gynitru Jjaponica) 
HỌ 
1S —— ] =“". .— ¬ 17 
B-Triticen Cicutoxin 
(TritiCum aestivumn) ( Cieuta virosa) 
| H _ 
È.CH HạC CH; 
CHạ-C-O-C 3 Ị Ï ï 33 
" CH:-(CHa);2—CH—(CH —CH—-(CH:a);;-CH 
(S)-Acetat I-metyldodecyl — Ó (CH;),g-CHạ 3ÉCHa)a (Ho; 2)\s-CHạ 
(Stomoxys calcitrars) | 15,19-Dimetyltritracontan 


(Stomoxys calcitrans) 
Hình 15: Công thức hóa học một vài chất béo thực vật 
5.1.3. Các phospholipid 


Là thành phần chính của màng tế bào thực vật và động vật. Các 
sphingolipid đặc biệt có nhiều ở mô thần kinh và não, thành phần chính của 
màng sợi thần kinh. Các phospholipid có công thức hóa học giống dầu béo, 
mỡ ở chỗ có khung sườn glycerol nối qua hai nối ©ster với hai acid béo và nối 
©ster thứ ba với acid phosphoric. Nhóm phosphat luôn nối với một 
aminoalcol như cholin hoặc etanolamin. 


Dung môi chiết tách tốt là cloroform: metanol: acid acetic: nước 


(50:25:7:3) hoặc metyl acetat: ñ-propanol: cloroform: metanol: 025% KCI| 
(25:25:28:19:7). | | 


_ O 
O  CH;-O-C-R ©:7; @,CH 
tì Ủ ị = L c ⁄ 3 

CH;-O-P~O-CH;-CH;—NH; O CH¡ 


HC—NH—C~-(CH -CH 
Phosphatidyletaanolamin %© Ö (CH2)s_24-CH; 
(Cephalin) CH¿- Q- C-R In OH 
HC=CH-(CH;);;-CH; 
“C-O-HC 
Rạ H Ï ñ @ _—_ Sphingomyelin 
: CH;~O~P-O-CH;-CH;—N(CH:); (Sphingolipid) 
Phosphatidycholin (Còn gọi là Lecithin) XXo - | 
(Có nhiều trong tròng đỏ trứng) 


121 


CHƯƠNG 2 | 
9.1.4. Prostaglandin 


Prostaglandin là một nhóm hợp chất gồm acid carboxylic dây dài Cao 
có chứa một vòng năm và hai mạch dài. Có vài mươi prostaglandin với hoạt 
nh sinh học đa dạng. Chúng có thể làm giảm áp huyết, làm đông tụ máu, _ 
kiểm soát sự viêm sưng, ảnh hưởng đến hoạt động của thận, kích thích sự co 
thắt tử cung trong khi sinh nở. 


ÔH “ H, OH 
DU S ^^ COOH ~^x- ` VỀ *⁄^<x⁄“ˆ~œøœn 
2 HO, H H S-CH;~CH—C-NH-CH;-COOH 


v.` 
h `=⁄~coon NH; O 


Leucotrien à 


HỞ HH Hồ 





Prostaglandin E `. 
HƠ HH t$ìy Prostaglandin E 


9.1.5. Giycolipid 


Gồm hai nhóm chính là ceramid và cerebrosid, với các mạch carbon 
dài ngắn khác nhau. Thường gặp trong một số loài thực vật, như cây Đinh 
lăng răng Polyscias serrara, Họ Ngũ Gia bì (Araliacea), cây Rau má 
Hhydrocotyle leucocephala, Họ Ngò (Apiaceae); cây Chùy hoa tổng bao 
ðtrobilanthes involucrata BI., Họ Ô rô (Acanthaceae); cây Bắt ruồi Drosera 
Indica L., Họ Trường lệ (Droseraceae).... 


O | 
= O 
HN ! R „_R 
ï HoOH OH. `0k 
Tg: .OH : Ho OH 
"2ƒ ˆ*+ˆ*⁄w~—~! O s. 
Ị 5 7 9 HO O ì 3⁄2 P vN 
HO OH Ị 5 7 9 
R= CịạHà;s đến C;yHa; HO : : : s ï 
Leucoceramid (Hydrocotyl leucocephala) R= mạch carbon thẳng từ C¡¿ đến Cạ;_ 
(Loại ceramid) Loại cerebrosid 


-° 


9.2. Các thuốc thử đặc trưng để định tính sự hiện diện của chất béo 
trong cây 


Phát hiện chất béo bằng sắc ký lớp mỏng với các thuốc thử phun xịt 
bản như sau: 
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5.2.1. 2',7'-Diclrofluorescein 


Dung dịch 0,2% trong etanol 96%. Phun xịt bản và quan sát dưới ánh 
_ đèn UV, các vết lipid phát quang màu xanh lục trên nên tím. 


9.2.2. Acid phosphotungstic 


Dung dịch 20% trong etanol 96%. Phun xịt bản và sấy ở 70°C trong 20 
phút. _ 
9.2.3. Dung dịch 50% H;SO¿ trong metanol 


Phun xịt bản và sấy ở 100°C trong vài phút. Các sterol cho màu đỏ tía, 
các lipid cho màu nâu đen trên nền hầu như không màu. 


5.2.4. Coomassie Brilliant Blue 


Dung dịch 0,03% trong metanol 20%. Phun xịt bản và sấy ở 100°C 
trong vài phút, vết lipid cho màu xanh dương trên nền sáng. 


9.2.5. Hơi iod 


Phát hiện đơn giản nhưng không đặc trưng. Đặt bản mỏng vào bình kín, 
_bão hòa bằng hơi iod, các vết lipid có màu vàng đến nâu nhạt. 


9.2.6. Dicloro-2°,7'-fluorescein- AIGIa- FeCl; 

Dùng để phát hiện acid béo tự do 

Dung dịch a: Dicloro 2)%f.iigiesoeiri 0,05% trong etanol 96%, 
Dung dịch b: Dung dịch 1% AIC] trong etanol. 

Dung dịch c: Dung dịch 1% FeCh trong nước. 


Phun bằng dung dịch a, sấy bản ở 100°C trong vài phút. Tiếp theo phun 
dung dịch b, sấy bản rồi tiếp theo phun dung dịch c. Các vết lipid cho hiện 
vết màu hồng tím trên nên vàng nhạt. | 


5.2.7. Glucose -Anilin 
Dùng để phát hiện acid hữu cơ _ 
Glucose (2 8) trong 20 mÌ nước cất, 2ml anilin trong 20 ml etanol, cho 


tất cả vào bình định mức và thêm butanol vào cho đủ 100 mi. Phun xịt bản và 
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sấy ở 110°C trong 5-10 phút, vết acid hữu cơ cho màu nâu trên nền sáng. 
5.3. Phương pháp tách chiết chất béo ra khỏi cây 


Khi chiết bột cây bởi những dung môi không phân cực hoặc dung môi 
phân cực, các dung môi này cũng chiết luôn các chất béo, sau này chính các _. 
chất béo sẽ làm cần trở quá trình cô lập các hợp chất hữu cơ khác. Muốn loại 
bỏ các chất béo, sáp có thể thực hiện theo các cách sau: 


5.3.1. Loại béo bằng eter dầu hỏa 


Khi chiết bột cây bằng eter dầu hỏa sẽ chiết chung các chất béo, chất 
màu, các sterol. 


e Sử dụng nhiệt độ lạnh: Nếu lượng chất béo nhiễu, có thể để dung dịch 
eter dầu hỏa này vào trong tủ lạnh ở -10°C trong vài ngày, các chất béo, _ 
sterol sẽ đóng váng lên trên bể mặt dung dịch hoặc kết tủa; vớt hoặc lọc để 
thu lấy chất béo. _ 


se Muốn lấy riêng sterol ra khỏi chất béo có thể thực hiện sự xà phòng 
hóa theo qui trình đã trình bày ở sơ đô 4. 

e Có thể sử dụng kỹ thuật sắc ký cột silica gel giải ly cột đầu tiên bằng 
eter dầu hoả hoặc bằng hexan để loại bỏ các chất béo. 

5.3.2. Sử dụng acetat chì 


Acetat chì là tác chất để tạo kết tủa nói chung, người ta thường sử dụng. 
dung dịch acetat chì để loại bỏ các chất béo, clorophyl, các chất màu khác... 
Có thể thay thế acetat chì bằng AI(OH);, Fe(OH};, Pb(OH),... 


Cao chiết ở dạng nhầy được hòa tan vào dung dịch alcol-nước chứa 
trong một becher, có thể đun nóng nếu cần. Rót vào dung dịch này một dung 
dịch nước 2-5% acetat chì, khuấy đều, sẽ có tủa trắng hiện ra đây becher. Để 
yên qua đêm để cho chất kết tủa lắng xuống đáy. Gạn nhẹ lấy lớo nước bên ' 
trên cho vào một becher sạch khác (lọc ngang tờ giấy lọc). Lớp nước này nếu 
còn lẫn một ít tủa trắng thì lọc ngang qua một lớp celit (sử dụng phễu 
buchner và máy lọc áp suất kém). Dung dịch nước qua lọc không còn chứa 
chất béo, chứa các hợp chất hữu cơ khác cần cho quá trình nghiên cứu. 
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Celit là đất sét diatomit đã được tỉnh chế thương mại, được sử dụng như 
chất trợ lọc. Thành phân của celit là S1O; (90%), một lượng nhỏ CaO, Al;O›, 
FezOa. 


9.3.3. Sử dụng kỹ thuật sắc ký cột với cột nhổi là silica gel pha 
đảo | 


Khi cao chiết mẫu cây được nạp trên đâu cột silica gel pha đảo, giải ly 
cột trước tiên bằng metanol thì các chất phân cực sẽ ra khỏi cột, còn các chất 
béo còn giữ lại trong cột. 

_5.3.4. Tách chiết các ceramid, cerebrosid 


Các hợp chất này rất tương đối phân cực, có thể cô lập được bằng chiết 
tách mẫu cây trước tiên bằng metanol. Cao metanol này được hòa vào nước, 
rồi chiết lỏng-lỏng lân lượt với €tyÌ acetat và butanol. Các ceramid, 
cerebrosid sẽ ở trong phân đoạn ety] acetat. Muốn sắc ký lớp mỏng, cần thực 
hiện hai chiều. Chiểu đầu tiên với hệ dung ly cloroform: metanol: 7N 
hydroxid ammonium (65: 30: 4). Bản mỏng được sấy khô và xoay bản 90°C 
rôi giải ly cho chiều thứ nhì với hệ dung ly cloroform: metanol: acid aCetic: 
nước (170: 25: 25: 6). _ 

6. HỢP CHẤT GLYCOSID 
6.1. Đại cương về hợp chất giycosid 

Các glycosid hiện diện trong rất nhiều họ thực vật và ở tất cả các bộ 
phận cây: lá, vỏ, hạt... Các glycosid thường là chất kết tỉnh và có vị đắng. 

Glycosid là hợp chất mà cấu trúc hóa học gồm có hai phân: phần đường 
và phần không đường thường được gọi là aglycon. Dưới tác dụng của enzym 
thực vật hoặc dung dịch acid hoặc kiểm, glycosid bị thủy phân thành aglycon 
. Và phần đường. _ 

Phần đường của giycosid: Phẩn đường phổ biến là D-glucose, 
D-galactose, L-arabinose, L-rhamnose, D-xylose, acid gÌuCuronic, acid 


galacturonic và một số đường khác. Công thức của một số monosacarid theo 
hình chiếu Fischer và theo công thức Haworth được trình bày trong hình i6. 
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Phần aglycon của glycosid: Phân aglycon rất đa dạng và gồm tất cả các 
loại hợp chất tự nhiên như: monoterpen, sesquiterpen, diterpen, triterpen, 
steroid, iridoid, flavonoid, alcaloid, quinonoid, polyphenol... Một số TIẾP chất 
tiêu biểu được trình bày trong hình 17. 





HQ  COOH 

| HCOH œ ⁄ 
HOH„C + 

S so 
Ho đượ, số !'CHạ 

OH nà HạC : 
Osmundalacton Ho | Ptaquilosid 
(Osmunda Jjaponica) OH (Hypolepiz punctara) Deacetylasperulosid 
Lacton glucosid Sesquiterpen glucosid (Hedyotis Corymbosa) 
— Indoid glucosid 


EU sọ 4Ô `xCH;:NH-C-OCH HO S9 Èven 
: HỌ ⁄ › ng 3 | 


HO 
OH _—— Niazinin Ariidn ˆ : 
th Tang ; H CO (Moringa oleifera) (Hedyotis nigricans) 
Alcaloid glycosid HƠ vết Tiocarbamat glycosid Phenol glucosid 
O OH o 
S°°0Aa 07 OH - HCTCC CH;ạ 
| Oc O O. _CH 
hg/2< H ` h 
_~. Z4 ° ị 
° Alizarin-2-0-B B-primverosid HạC 
(Hedyotis umbellata) bể .... GaÌa JHẺE( 
Quinon giycosid | | pagin 
. HOH+C (Roccelia 8aÏapagoensis) 
OH HO vớ CH: Cromon glycosid 
O^~- 
HO. o b OH 


ì OH Picrocrocin 
(Chlamydomonas eugametus) PHẾ tu Aà 7 C -OCH:. 
S 


9 _HO | Monoterpen glucosid 
THỦ QN m ọ 
: Niazinin 

BÍ nipricans) Nho, H : Ơ = (M orinea oleifera) 
Flavon glycosid _OH Tĩocarbamat glycosid 


Hình †7: Cấu trúc hóa học của một vài hợp chất giycosid 


S8ponin: Là một glycosid phân bố khá rộng trong thực vật, có một số 
tính chất đặc trưng: khi hòa vào nước sẽ có tác dụng làm giảm sức căng bề 
mặt của đung dịch và tạo nhiều bọt; saponin làm vở hồng cầu còn được: gọI là 
tính phá huyết. Saponin thường ở dạng vô định hình, có vị đắng. Saponin rất 
khó tỉnh chế; có điểm nồng chảy thường cao từ 200°C trở lên và có thể cao 
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hơn 300°C. Saponin bị tủa bởi acetat chì, hydroxid barium, sulfat amonium... 
có thể lợi dụng tính chất này để cô lập saponin. 


Dựa vào cấu trúc aglycon, người ta chia saponin thành hai nhóm lớn là 
saponin steroid và saponin triterpenoid. Riêng saponin triterpenoid gồm có 
pentacyclic (gồm nhóm olean, nhóm ursan, nhóm hopan...) và tetracyclic 
(gồm nhóm dammaran, nhóm cucurbitan...). Cấu trúc hóa học của một vài 
saponin được trình bày trong hình 18.. 







O CH 3 
ụ C 
¿ l-E 
` 
Aescin ly Clết: k 
â 3 
(Aesculus hippocastanuin) CH2OH 






O 
th ` o CHOH Họon,c Ho.ZO 
H | 
Đ>“qh nà : Osladin 
HO Q77! O (Polypodiuun vulgare) 


"HO 0 


H +C H;C H;C | Digitoxin 
: TA NGS 9 oxXo "+ : (Digitališ purpurea) 
OH OH OH 


Hình 18: Cấu trúc hóa học của một vài §ap0nin 
6.2. Phương pháp chiết tách các gÌycosid ra khỏi cây 


Cấu trúc hóa học của glycosid rất đa dạng nên tính chất phân cực của 
mỗi phân tử thay đổi tùy theo cấu trúc của aglycon và số phân tử đường gắn 
vào aglycon, vì thế không thể có một phương pháp chung nào cho tất cả các 
8lycosid, phải xét từng trường hợp cụ thể, 


Nói chung các glycosid có tính phân cực khá mạnh, nên không tan 
trong eter dầu hỏa, hexan, benzen nhưng tan được trong cloroform, dietyl 
€t€r (các monoglycosid), tan tốt trong alcol, nước. Người ta thường chiết 
8lycosid bằng nước nóng, etanol, metanol hoặc hỗn hợp alcol-nước 50-90%, 
Qui trình tổng quát chiết tách Blycosid được trình bày trong sơ đô 5. 


+® 
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Trước tiên, bột cây được loại béo bằng hexan hoặc eter dầu hỏa, bột cây 
còn lại được chiết tiếp bằng alcol 50-100 % (etanol, metanol). Dung dịch alcol 
được thêm một ít nước và được loại tạp bằng dung dịch acetat chì 20%. Cũng 
có thể loại tạp bằng Pb(OH);, Al(OH);, Fe(OH)s.. Lọc bỏ tủa. Dung dịch nước 
trong này được cho thêm dung dịch nước bão hòa Na;SO¿ để tủa acetat chì. 
Lọc lấy phần nước trong. Dung dịch nước này được tận chiết lỏng-lỏng với 
cloroform, etyl acetat và butanol. Các dung dịch chiết này được làm khan nước _ 
bảng Na;SOx hoặc MgSO¿ khan, rồi đuổi dung môi sẽ thu được cao. Cao 
cloroform chứa monoglycosid (aglycon nối với một phân tử đường), các cao 
efyl acetat, cao butanol chứa polyglycosid (hợp chất gồm aglycon nối với 
nhiều phân tử đường, có thể các phân tử đường nối với nhau thành chuỗi đường 
hoặc có thể aglycon nối với nhiều monosacarid ở những vị trí khác nhau). 


6.3. Phương pháp thủy giải các glycosid để xác định phần đường 


Rất khó xác định cấu trúc hóa học bằng các phương pháp phổ nghiệm 
(NMR..) đối với những hợp chất glycosid có nhiều phân tử đường gắn vào 
aglycon, là vì các proton -CH-OH hoặc carbon -CH-OH của các phân tử 
đường cho các mũi cộng hưởng với độ dịch chuyển hóa học cùng tập trung 
vào một vùng; vì thế, người ta thường thủy phân giycosid để khảo sát nêng 
phần aglycon và phần đường. 


Có thể thủy phân glycosid bằng enzym hoặc bằng dung dịch acid. Việc 
thủy phân bằng dung dịch acid tương đối phức tạp: tùy. thuộc vào nông độ 
dung dịch acid, nhiệt độ, thời gian thủy phân sao cho có thể thủy phân triệt để 
mà đồng thời bẩo tổn được cấu trúc của aglycon không bị phá hủy hoặc biến 
đổi. Do cấu trúc glycosid đa dạng: số phân tử đường của mỗi glycosid khác 
nhau, các nối hóa trị giữa đường-đường cũng như giữa đường-aglycon không 
giống nhau... vì thế không thể có một điều kiện chung nào cho tất cả các 
glycosid, phải xét từng trường hợp cụ thể. 

—— Trong nghiên cứu, trước khi tiến hành thủy phân một lượng lớn 
glycosid (cần phải có phổ NMR toàn thể glycosid để dự đoán trước cấu trúc 
của hợp chất) cần phải có các bước nghiên cứu thăm đò với những lượng mẫu 
nhỏ. Bắt đầu với nồng độ acid thấp và thời gian thủy phân ngắn và sẽ nâng 
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dần lên cho đến khi đạt các thông số tối ưu cho phản ứng thủy phân trên hợp 
chất cần khảo sát. 


Theo dõi quá trình thủy phân bằng sắc ký lớp mỏng (Hình 19). Khi thực 
hiện sắc ký lớp mỏng phải chấm đồng thời trên cùng một bản: dung dịch 
đang thủy phân (khảo sát phản ứng theo thời gian), mẫu glycosid ban đầu và 
chất chuẩn aglycon, nếu có. 


l9 | 
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OHOH CH;OH OH CH;OH 
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D-AIose D-AIrose D-Glucose D-Mannose D-Gulose  D.Jdose D-GalactOsỀ D-Talose 


Hình 16: Công thức một số đường 
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$ơ đổ 5: Qui trình tách chiết 0Ìyc0§iđ ra khỏi cây 





- Tận chiết với eter dẫu hỏa để loại béo _ 
- Tân chiết với hỗn hợp etanoi hoặc metanol-nước 


Eter dầu hỏa 


(Ch ‹ dầu béo, clorophyl, 
các chất có màu...) 






Dung dịch nước alcol 





- Dung dịch nước acetat chì 2 -5 œ 
|- Lọc, rửa tủa với nước cất. 


Dung địch nước 
- Dung dịch Na;SO¿ bãu hòa 

- Lọc; rửa tủa với nước cất 
—————_ __ 


Dung dịch nước Trầm hiện 
PbSO, 








- Tận chiết lồng-lỏng với cloroform 

















- Làm khan nước 





kŠ Làm khan NƯỚC - Làm khan nước 
- Thu hồi dung môi _|- Thu hổi dung môi - Thu hồi dung môi 
Polyg!ycosid Monoglycosid 





Glycosid toàn phân 


a: Hợp chất glycosid ban đâu 
b: Dung dịch đang trong quá 
trình thủy phân . 
c: Aglycon chuẩn (nếu có) 
a b c | 


8a b c a b c 
Ban đầu Trong quá trình Sự thủy phân 
thuỷ phân hoàn tất 





Hình 19: Sử dụng kỹ thuật sắc: ký lớp mỏng để theo dõi quá trình thủy phân glycosid 
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6.3.1. Thuỷ phân bằng con men (enzym) 


Thông thường con men thủy phân hiện diện sẵn trong cây tươi, đủ để tự 
thủy phân glycosid. 


Để thực hiện sự thủy phân glycoside, người ta TT sử dụng enzym là 
-glucosidase (enzym lấy từ con sên Helix pomaiia), cách tiến hành như sau: 
Mẫu glycosid (10 mg), dung dịch đệm acid acetic- acetat natri Liền 4-5 
(2 ml), enzym -glucosidase (10 mg), nước cất (1 mì). Ủ yên ở nhiệt độ 
phòng khoảng 28°C trong 1-2 ngày. Theo dõi quá trình thủy phân bằng sắc 
ký lớp mỏng. Sau khi thủy giải hoàn tất, thêm vào 5 ml nước cất và chiết 
lỏng-lỏng với dietyl eter. Lớp dietyl eter này được làm khan nước và được 
đuổi dung môi ở áp suất thấp cho đến khô thu được aglycon. Phần nước còn 
lại được làm đậm đặc để phân tích đường. 


6.3.2. Thuỷ phân bằng dung dịch acid (HCI, H;SO¿..) 


Để cắt đứt nối của phần đường gắn vào aglycon SAU nhóm chức —OH 
của aglycon, thu được aglycon và đường. 


*% Nếu phân aglycon bền vững với acid, có thể sử dụng các dung dịch 
acid mạnh như dung dịch 5-18% HƠI, dung dịch 5-70% HaSOa, với thời gian 
5- 6 giờ ở nhiệt độ 100°C. 

% Nếu phần aglycon dễ bị biến đổi với acid, cần sử dụng điều kiện nhẹ 
nhàng với CHzCOOH 50% với thời gian 5- 6 giờ, ở nhiệt độ 70°C hoặc tốt 
nhất là thủy phân bằng enzym. 

Một vài thí dụ cụ thể về sự thủy phân glycosid. 

e Thuỷ phân bằng hỗn hợp Kiliani 

Dung dịch acid gồm (HCI đậm đặc: CH;COOH: H;O) (10: 35: 55). 
Điều kiện thủy phân: 4 mg hợp chất glycosid/ 1 mi dung dịch acid. Đun hoàn 
lưu hỗn hợp trong 1 giờ, ở nhiệt độ 100°C. Thêm vào một lượng nước gấp 
đôi, đuổi dung môi ở áp suất thấp cho đến khô. Thực hiện như thế 2 lần để 
loại hết acid acetic. Cắn còn lại được hòa tan vào một ít nước, thực hiện việc 
chiết kiệt lỏng-lỏng với cloroform để thu lấy phân aglycon. Phần nước còn lại 
được sử dụng để phân tích đường. _ 
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Cho mẫu glycosid (10 mg) vào dung dịch HCI 10% trong metanol 50% 
(5 ml). Đun hoàn lưu cách thủy trong 2- 5 giờ. Đuổi metanol. Thêm một ít 
nước và chiết lỗng-lỏng với etyl acetat etyl. Phần etyl acetat được làm khan ˆ 
nước với NÑazSO¿ và đuổi dung môi ở áp suất thấp thu được aglycon. Phần 
nước còn lại được trung hòa bằng cách cho thêm NazCO; hoặc Ba;CO: cho 
đến khi pH trung tính. Lọc, dung dịch qua lọc được cô đặc để phân tích 
đường. _ 


6.3.3. Thuỷ phân bằng dung dịch kiềm 


Để cắt, đứt các nối ester hoặc nối của đường gắn vào aglycon ngang 
qua nhóm chức ester của aglycon, thu được aglycon-COOH và đường. 


Cho mẫu glycosid (10 mg) vào dung dịch 5% NaOH (10 ml). Đun hoàn 
lưu trong 2- 5 giờ. Thêm 5 ml nước cất và acid hóa với HCI 1N đến pH= 6. 
Chiết lỏng-lỏng với butanol, phần butanol này được làm khan nước với 
Na;5O¿ và đuổi dung môi ở áp suất thấp thu được aglycon-COOH. Lớp nước 
được cô đặc để phân tích đường. 


6.4. Các thuốc thử đặc trưng để định tính phần đường”? 
6.4.1. Thuốc thử Molisch (Phản ứng của đường aldose, cetose) 
Thử nghiệm này có thể trực tiếp trên cao chiết thô. 
% Thử trong ống nghiệm. Dung dịch thuốc thử: 1% œ-naptol trong 


ctanol 80% (hoặc dung dịch 5% blue thymol trong etanol 80%, hoặc dung 
dịch 5% resorcinol trong etanol 80%). 


Cách thử: Trong một ống nghiệm có chứa 1-2 mg mẫu thử, thêm I ml 
H›SOx đậm đặc, thêm 2-3 giọt dung dịch thuốc thử vào ống nghiệm một cách 
nhẹ nhàng sao cho không khuấy trộn hỗn hợp lên, mà dung dịch này nằm 
. thành một lớp ở trên mặt. Phản ứng dương tính nếu có xuất hiện ở mặt phân 
cách hai dung dịch một vòng màu tím hoặc màu đồ tùy loại thuốc thử. 


Phản ứng do đường p©ntose, hexose khi gặp acid mạnh sẽ bị khử 3 
phân tử nước để biến thành furfural và sau đó biến thành 5-hydroxyfurfural, 
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hợp chất này ngưng tụ với œ-naptol để cho màu tím, hoặc với blue thymol 
cho màu đỏ, với resorcinol cho màu đỏ hoa anh đào. _ 
Phản ứng cũng dùng để phân biệt aldose và cetose: các cetose thí dụ 


như fructose cho phản ứng nhanh còn các aldose thí dụ ølucose cho phản ứng 
chậm. 


6 
Ị HaO 
2O —OOH 0o CHOH T20” OH 
, H-†—0H O CH;OH Ò Ôn CH;OH 
H-EOH_. OH ` ˆ~ OH OH 
°CHẠOH D-Fruct œ-D-Fructopvyranose D-E 
D-Fructose B-D- fuCtopyranose Đy B-D-Fructopyranose 
CHEO  %CH,OH 6 CH:OH 
_H-“—OH oH _ o 0H 
HO H OH 1 <OH ; Ä! 
HEOOH  OH OH on H 
H—L—OH OH HH 
6CH;OH B-D-Glucopyranose œ-D-Glucopyranose 
D-Glucose | 


% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: 


e Hòa tan thymol (0,5 g) trong etanol (95 ml), thêm vào cẩn thận 
H;SO¿ đậm đặc: dung dịch để phun xịt bản mỏng. Sấy bản 15-20 phút ở 
120°C cho xuất hiện vết màu hồng. 


e Dung dịch 15% œ-naptol trong etanol (10 mì), HạSO¿a đậm đặc (6 mì), 
ctanol (40 ml), nước cất (4 ml): dung dịch để phun xịt bản mồng. Sấy bản 15- 
20 phút ở 120°C cho xuất hiện vết màu xanh tím. 

6.4.2. Thuốc thử Tollens: Phản ứng của đường khử. 


_ % Thử trong ống nghiệm. Dung dịch thuốc thử: dung dịch nitrat bạc 
10% (0,5 ml), dung dịch 10% NaOH (0,5 m]), thêm từng giọt NHẠOH đến khi 
tan hết tủa. . 


_ Cách thử: Trong một ống nghiệm có chứa 1-2 mg mẫu thử, thêm 5 giọt 
pyndin, 4 giọt thuốc thử mới pha. Phản ứng dương tính nếu có xuất hiện . 
gương bạc bám lên thành ống nghiệm hoặc có tủa màu đen Ag kim loại. 
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% Thử nghiệm bằngwắc ký lớp mỏng: 

Dung dịch nước 0,1 Ñ AgNO; (1 thể tích), dung dịch 5N NHạOH (5 thể 
tích). Không nên tôn trữ hỗn hợp dung dịch này lâu vì có thể gây nổ do sự 
thành lập chất azid bạc. Phun xịt dung dịch lên bản mỏng, sấy bản 5-10 phút 
ở 105°C cho xuất hiện vết màu đen xâm. 

6.4.3. Thuốc thử naptoresorcinol tức naptalen-1,3 diol. Phản ứng 

của đường khử, đường acid uronic 

% Thử trong ống nghiệm. Dung dịch thuốc thử: naptoresorcinol (0,2 ø), 
H;PÕ (10 g), etanol (90 mì) 

Cách thử: Trong một ống nghiệm có chứa 1-2 mg mẫu thử, 5 giọt thuốc 
thứ. Phản ứng dương tính nếu có xuất hiện màu hồng, lục, xanh dương. 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: naptoresorcinol (2 ø), HạPOu đậm 
đặc (10 ml), etanol (100 mì). Phun xịt dung dịch lên bản mỏng. Sấy bản 5-10 
phút ở 105°C cho xuất hiện vết màu đen xậm. _ 

6.4.4. Thuốc thử anilin-acid phosphoric hoặc anilin-acid orio- 

ptalic. Phản ứng của đường khử | | 

*% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch 2N anilin trong 
bufanol bão hòa nước (1 thể tích), thêm vào dung dịch 2N acid phosphoric 
pha trong butanol (2 thể tích). " 

Hoặc amilin (1 g), acid orfo-ptalic (166g), butanol bão hòa nước (100 
mi). Phun xịt dung dịch lên bản mỏng. Sấy bản 5-10 phút ở 105°C cho xuất 
hiện vết màu đỏ. - _ | 

6.4.5. Thuốc thử carbazol-acid sulfuric. Phản ứng của đường 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: carbazol (0,5 g), etanol (95 ml), 
HSOx đậm đặc (5 ml). Chỉ sử dụng thuốc thử mới pha. Dung dịch để phun xịt 
bản mỏng, sấy bản 10 phút ở 120°C cho xuất hiện vết màu tím nhạt trên nền 
xanh dương. 


6.4.6. Thuốc thử phenok-acid sulfuric. Phản ứng của đường 
% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: phenol (5 g), etanol (95 ml), 
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—————— So CÀ CN, NOÀN DANH UÁC LOẠI HỢP CHẤT TỰ NHIÊN 
H;5Ou đậm đặc (5 mì). Chỉ sử dụng thuốc thử mới pha. Phun xịt dung dịch lên. 
bản mỏng. Sấy bản 10 phút ở 1 10°C cho xuất hiện vết màu nâu. | 

6.4.7. Thuốc thử Keller-Kiliani. Phản ứngđặc trưng của đường 

2-deoxy. 

% Thử trong ống nghiệm. Dung dịch thuốc thử: dung dịch nước 5% 
sulfat sắt tam Fez(SO4)s (1 ml), acid acetic băng (99 ml) 

Cách thử: Trong một ống nghiệm có chứa 0,1 mg mẫu thử, 1 ml dung 
_ dịch thuốc thử mới pha, HạSO¿ đậm đặc (1-2 giọt). Phản ứng dương tính nếu 
có xuất hiện màu xanh lục sau 1-2 phút. 


6.5. Các thuốc thử đặc trưng để định tính saponinÉ°®. 11, 

Để phát hiện sự hiện diện của saponin trong cao chiết cần phải thử tính 
tạo bọt. 

6.5.1. Tính chất tạo bọt của saponin 

Tạo bọt là một đặc trưng của saponin, nên đây là một trong những 
_ phương pháp chính xác định tính sự hiện của saponin. 

e Thử định tính saponin: Bột cây (1 g), etanol (5 ml) đun cách thủy .5 
phút, lọc lấy dung dịch alcol để thử nghiệm trong hai ống nghiệm. có kích cö 
bằng nhau. 

Ống số 1: 5 ml HCI 0,1 NÑ(pH= 1) + 3 giọt dung dịch alcol chứa mẫu 
thứ ¡ _ 

Ống số 2: 5 ml NaOH 0,1N {pH = 13) + 3 giọt dung dịch alcol chứa 
mẫu thử 


Bịt miệng ống nghiệm và lắc mạnh cả hai ổ ống nghiệm trong 1 phút và 
để yên, quan sát các cột bọt bong bóng trong cả hai ống nghiệm. 


* Nếu cột bọt trong cả hai ổ ống nghiệm cao bằng nhau và bọt có độ 
bền như nhau, có thể có saponin triterpenoid. 


*% Nếu ống pH =13 có cột bọt cao hơn nhiều so với với ống pH =l, có 
thể có saponin steroid. 
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© Thử định lượng saponin: Nếu thử nghiệm sơ bộ thấy bột cây có chứa 
_ §aponin, tiếp theo có thể dựa vào chỉ số tạo bọt để đánh giá. 
Dược điển Pháp định nghĩa về chỉ số tạo bọt: Chỉ số tạo bọt là độ pha 
loãng nước sắc nguyên liệu bột cây, có cột bọt cao 1 cm sau khi lắc trong ống 
nghiệm, tiến hành trong điều kiện qui định như sau. 


Trong một erlen 500 ml, cho vào bột cây (1 g), nước sôi (100 mì). Đun 
sôi nhẹ trong 30 phút, lọc, để nguội và rót vào bình định mức 100 ml và thêm 
nước cất cho đủ 100 ml. Lấy 10 ống nghiệm (có chiểu cao 16 cm, đường kính 
ống 1,6 cm), đánh số từ 1 đến 10. Rót nước sắc vào mỗi ống nghiệm, lần lượt 
Ì mÌ nước sắc (cho ống số 1), 2 ml (ống số 2), 3 ml (ống số 3).... Thêm nước 
cất vào mỗi ống sao cho mỗi ống đủ 10 mỉ. Bịt miệng các ống nghiệm và lắc 
theo chiều dọc của ống trong 15 giây, mỗi giây lắc 2 lần. Để yên 15 phút, đo 
chiều cao của cột bọt trong mỗi ống nghiệm. 


e() Nếu chiều cao của cột bọt của tất cả các ống đều thấp dưới 1 cm: 
đánh giá chỉsốbọt<100 _ 
e(¡) Nếu ống có chiều cao của cột bọt 1 cm là ống từ số 3 đến số 10, 
thí dụ đó là ống số 4, chỉ số bọt được tính như sau: ống này có 4 mÌ nước sắc 
1% nghĩa là tương đương 0,04 g bột nguyên liệu, vậy 


3 A“ 10 X l K. 
Chỉ số bọt 004“ 250 


e() Nếu ống có chiều cao của cột bọt 1 cm là ống số 1 hoặc số 2, cần 
pha nước sắc đã có lúc ban đầu loãng đi 10 lần và thực hiện trở lại, khi tính 
kết quả thì nhân lên 10 lân. 


s(iv) Nếu chiều cao của cột bọt của tất cả các ống đều cao hơn 1 cm, 
chỉ số bọt lớn hơn 1000, cân pha loãng và thực nghiệm lại như mục (7i). 


6.5.2. Để phát hiện phần aglycon của Saponin 


Để phát hiện phần alycon của saponin là steroid và triterpenoid, sử 
dụng các thuốc thử steroid-triterpenoid đã trình bày ở phần trên. 
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6.6. Các thuốc thử đặc trưng để định tính các giycosid timP°. 14 


Sử dụng các thuốc thử dành cho các hợp chất có chứa vòng lacton cũng 
như sesquiterpen lacton đã trình bày ở phần trên. 


6.6.1. Thuốc thử KEDDE 

Với acid 3,5-đinitrobenzoic và KOH, kết quả dương tính cho màu đỏ 
tím. | : 

6.6.2. Thuốc thử BALJET 


Với acid picric và NaOH, kết quả dương tính cho màu vàng cam đến 
đỏ sậm. | 


6.6.3. Thuốc thử LEGAL: phát hiện glycosid tim. 
Với natri nitroprussiat và NaOH, kết quả dương tính cho màu đỏ sậm. 


6.6.4. Thuốc thử T TÚ HP DERUỢIHPP HỆ phát hiện giycosid 
tim. 


- Dung dịch phun xịt a: Dung dịch 2,4,2! Hết PhEVTNIỆCH ĐETỜI bão hòa 
trong benzen. 


- Dung dịch phun xịt b: Dung dịch 10% KOH trong metanol 50%. 


Phun xịt bản mỏng với dung dịch a, để khô tự nhiên ngoài không khí 
rồi phun tiếp dung dịch b, kết quả dương tính cho màu xanh dương. 


6.6.5. Thuốc thử acid 2,4 ;6-trinitrobenzoic: phát hiện glycosid tim. 


- Dung dịch phun xịt a: Dung dịch nước 0,1% acid 2 ,4 ,6-trinitrobenzoic 
_(1 thể tích), dinetylformamid (1 thể tích). 


- Dung dịch phun xịt b: Dung dịch nước 5% Na;CO:. 
- Dung dịch phun xịt c: Dung dịch nước 5% NaH;PO,, 


Phun xịt bản mỏng, với dung dịch a, để khô tự nhiên ngoài không khí. 
Phun tiếp dung dịch b; sấy 4-5 PHUDE ỡ 100°C, phun tiếp dung dịch c. Kết quả 
dương tính cho màu cam-đỏ. 
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6.7. Các thuốc thử đặc trưng để định tính các agliycon iridoid f9. 143 
Để phát hiện phần aglycon 1ridoid 


Thuốc thử Trim-HIII: CH:COOH (10 mì), dụng dịch nước 0,2% CuSO, 
(1 mi), HCI đậm đặc (0,5 mì). 


Thử nghiệm: 1 mi dung dịch chất cần thử, 2-3 giọt thuốc thử Trim-HiII, 
Kết quả dương tính là khi đun nhẹ sẽ xuất hiện màu xanh dương. 


7. HỢP CHẤT PHENOL 


` 7.1. Đại cương về hợp chất phenol 


Các hợp chất phenol dùng để chỉ chung các hợp chất mà trong cấu trúc 
có vòng benzen mang một hoặc nhiều nhóm chức hydroxy —OH. Trong thiên 
nhiên, các hợp chất phenol là: flavonoid (đã có mục trình bày ở phần trên), 
xanthon, coumarin, quinon, các phenol đơn vòng, các polyphenol (lignin, 
tanin...),.. 


Các hợp chất phenol dễ tan trong nước vì chúng thường hiện diện trong 
cây ở dạng glycosid. Nhiều hợp chất phenol có màu sắc tự nhiên, nên có thể 
dựa vào đặc điểm này để theo dõi chúng trong quá trình chiết tách, cô lập 
chúng ra khỏi cây cỏ. Các 'hợp chất phenol thường bị hủy hoại do tác dụng 
của con men phenolase vốn luôn có mặt trong cây vì thế nên sử dụng alcol 
nóng để chiết tách do alcol giúp hạn chế tác dụng của enzym. Các phenol 
đều tác dụng với thuốc thử FeCls để cho ra màu xanh lục, tím hoặc đen. 


Sự sinh tổng hợp các hợp chất phenol đã được biết từ rất sớm, đi từ ba 
amino acid là phenylalanin, tyrosin, tryptophan. Quá trình xảy ra ngang qua 
một chuỗi các phản ứng phức tạp để cho phenylalanin, tyrosin (10 giai đoạn), 
tryptophan (12 gia1 đoạn) và từ đó dẫn đến những nIẾ) chất SšuIš9) 


;znñ 2Ö la sơ đồ sinh tổng hợp để tạo ra các Ì¬-: :-:p chat HE loại 
_ CạC¡, CøC¿ cũng như các flavonoid, lignin _ 


j~— 


Z2 t8 ợzgx© se, s¿ siuiá 0g HỢP không tạo ra duy nhất phần nhân 
thơm mà là tạo ra tui chất gọi chung là CạC:, nghĩa là nhân benzen có mang 
một mạch nhánh. 
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Các hợp chất phenol được chia thành nhiều nhóm và gọi tên tổng quát 
theo số carbon của hợp chất thí dụ: hợp chất loại CC), loại CạC¿ hoặc loại 
CạCa... 


|rO-P EO O.. ,COOH HÒ, COOH 
_ CH; CH;ạ P-O DHAPsynthase 1 - HO 
Phosphoenolpyruvat HO-LH 








c. _ OZx on “ 
h HO  H-E-OHEE HOY^Z⁄ẦOH HỒ 
CHO H-T-OH — ỐH Dehydroquinat 
ị CHạOP | ca 
H-rOH 3-Deoxy-D-arabinoheptulosonat 7-P COOH 
H5 Bái (Viết tắt là DAHP) 
Erytrose 4P COOH : COOH KH O OH 
' : ĐU v b5 
._— -HạO I® HƠ` ~⁄ '0H H _ 
Acid protocatechic OH “” o^ OH HO  . Dehydroshikimat 
OH S: | OH Shikimat 
-2H—~ 
COOH - ;MT~ | nh HOOC 
COOH 
Acid galic 0 | Ta Lào NH; 
HƠ 'Ý OH HOOC, À _ lans amin hóa xÀ 
OH - 
Prephenat — CƠ; HO 
ÓH Phenylpyvurat Phenylalanin 
_ COOH 
„ b-Oxyd hoá _ Phenyl(amoniac)lyase 
Rị NI Ra NH: 
2 
Các hợp chất phenol loại C6C2, C6C1 dẫn xuất = cinamic 


-_ Nguồn gốc các flavonoiđ, lignin... 


Hình 20: Sự sinh tổng hợp một số hợp chất phenoL 


7.1.1. Hợp chất loại CạC: và CaCa 


Các hợp chất này do sự B-oxid hoá đã cắt ngắn mạch nhánh của 
cinamat (cùng các dẫn xuất của nó có mang các nhóm hydroxy —OH hoặc 
metoxy -OCHạ). Tanin thủy giải được với cấu trúc hoá học là ester của 
glucose với acid galic (Đã trình bày ở phân trên) cũng thuộc loại phenol 
CạC). Cấu trúc hóa học các hợp chất loại Ki và lo thường gặp trong cây 
có, được trình bày trong bảng 3. 
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Nhóm chức carboxyl của hợp chất phenol acid có thể bị khử để thành 
nhóm chức aldehyd, alcoL.. Các loại hợp chất phenol thường hiện diện ở dạng 
€ster (benzyl cinamat ...) hoặc dạng glucosid như trong hình 21. 

Bảng 3: Cấu trúc hóa học và tên thông thường một số hợp chất phenol 
loại CC; và CạC; 


Rụ 
Rì : 
Dẫn xuất của acid cinamic sa R ¬È con Dân xuất của acid cinamic 
Loại CạCa COOH 2 : Loại CC I 
: 3 


Hợp chất phenol CạC; Hợp chất phenol 


Acid cinamic Acid benzoic 


Acid p-coumaric Acid p- 
: hydroxybenzoic 


Acid cafeic 




















Acid 
droxycinamic - 





trih 


\ 
7 
©œ 
lạm 
th 
©Ẳ/© 
Ì 
œ 
5 
lam 
%à 
_ 
_“ 
lệ 
e) 
Ca 
ta 
©® 
= Sị 
° 
V2 lam 
© 


`¬Z⁄ `OCH, Coniferin Salcosid ÓCH; _ 
Ò (Fraxinus quadrangulata) : Aldehydanisic - 
.OH. COOH se: 
Vanilin OH ¬®-~0 
= HHƠN <0 .. 
7 TN Dê : Picin ĐH TT eu 
HO Arbutin .OH (Arctostaphylos uva-ursi) O 


Acidgentisic — (Saxfraga crassVolia) 
Hình 21: Cấu trúc hóa học của một tài hợp chất phenol tự nhiên 

7.1.2. Hợp chất loại CạC; (Phenylpropanoid) 

Loại này được chia thành nhiều nhóm: 


Œ): Nhóm trực tiếp: Nhiều hợp chất trong nhóm này là thành phân chú 
yếu của các loại tinh dầu, như anethol, safrol... 
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=CH-COOH CH=CH-CH; CH;-CH=CH; CH;-CH=CH; 


_CH 
fẦ lây là Sài 
 `OH Z Z`OCH; `o 
OH OCH OH O—“ 


Acid cafeic Anethol Eugenol Safrol 


(0: Nhóm được ester hóa: rất thường gặp trong giới thực vật. Acid 
©lorogenic có tính chất gần giống như tanin, hiện diện trong nhiều loài thực 
vật, acid rosmarinic được xem là “tanin của họ Lamiaceae”,.... 


O OH 
HO Ằ | O- HOOC , 
XYy*» OH Ki. H6 X>Ỏ _ Bo 
HO“ ¬Z N O-CH;-Á_ w 0H Ï 
HOOC OH ⁄}Ì. OH O 
H OH 
Acid rosmarinic 


RÑosma | Acid clorogenic 
BenzyÌ] cynamat 
( nữus 0fficinalis) yi¡ cy 


(Cinchona, Senencio, Hypericum...) 


(): Nhóm đóng vòng: Dẫn xuất o-hydroxycinamat đóng vòng tạo 
thành coumarin. Coumarin cộng thêm một đơn vị Isopren thành 
furocoumarin (hiện diện nhiều trong họ Apiaceae, Rutaceae....); cũng có thể 
cộng thêm hai đơn vị isopren. | 


Các mạch nhánh isopren rất hoạt tính, có thể được epoxy hóa, hydroxy] 
hóa, đóng vòng... để tạo ra nhiều loại hợp chất khác nhau thí dụ như hợp chất 
visnadin được thấy trong nhiều loài cây: Phiododicarpus sibiricus, Ammi 


« 


Visnaga, Peucedanum jaDoniCuIm.... 


COOH S | _— : 
O-Glucose ` "§ O-Glucose GÍÏc O Ÿo O O `O 


| Coumarin Furocoumarin 
| CH 
] 2 Z1 ề 
Ombelliferon _ Scopoletin Esceulosid OCH; O O `O 
Xanthotoxin Bergapten 
Visnadin 


_ (Ammi visnaga,...) 





Hình 22: Sự tạo thành các c0umarin và fur0coumarin 
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(v): Nhóm các hợp chất lignan: Khi hai đơn vị phenyl-propanoid được 
nối lại với nhau ngang qua một nối carbon-carbon, đưa đến sự tạo thành loại 
hợp chất lignan. 








Người ta phân biệt lignan và neolignan. Trong loại /jgnan, 
nối carbon-carbon được tạo thành bởi hai mạch nhánh của hai 
phenyl-propanoid; trong loại neolignan, nối carbon-carbon được tạo thành 
bởi bất kỳ hai carbon nào, vì thế tạo ra nhiều cấu trúc khác nhau. Trong loại 
này cũng gặp những nối ester, nối carbon—carbon thứ nhì. 


Cũng có lignan do ba (hoặc nhiều hơn) đơn vị phenyl-propanoid nối 
với nhau như hợp chất americanin B.. 


Lignin, loại biopolymer quan trọng thứ nhì sau celiulose, là vật liệu cấu 
tạo của vách tế bào thực vật. Lignm là hợp chất có trọng lượng phân tử lớn, 
không có nối với glucose. Lignin thường có màu vàng, nâu-vàng. 


Lignin được tạo thành do sự copolymer hóa giữa ba monomer là alcol 
p-hydroxycinamic, alcol coniferic, alcol synapylc (ba alcol này được gọi 
chung là monolignol). Sự kết nối các monomer có tính bất kỳ, không lặp lại; 
nối nhau ngang qua nhóm chức eter, carbon-carbon... 

HQ 


` 


: O 
Tê: ty, HạCO ` CH;ạ ‹ smme®œ O 
o-{ À—_ Ó XS O š 
Bến “ | HO 'CH; =~ HO 
OCH. ơœÌo Ấ) 
š Hinokinin XS; HạCO _OCH; 






Pinoresinol N OCH 
(Pi2sz cubebuÌ OH  (Hydrocotyle bonariensis) lạt 3 . : _ 
HạC Acid guataretic “ 
H:CO (Guajacum officinale) — (Podophylhưn peltatim) 
"Hạ OH 
l§ || ẢN O 
o NA Y 9CH onc, 2 o Y*S% 
_ O^cH, - ÝX O“ `CH;OH 
OCH;ạ O "CH;OH 
H;CO St€ganacin - usdernA  - Americanin B 
(Sfeganotaenia araliaceae)  (Sieganotaenia ardlÌiaceae) (Steganotaenia araliaceae) 


Hình 23: Cấu trúc hóa học của một vài hợp chất lignan, neolignan 
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H„CO 
CH;OH CH;OH nh IN. HOH;C ` 
—CH H;C SIh cà hiên ' 
: CH-—CH HO-CH 
>> 
BC HạCO eì 
OH 'OCH 
OH OH VÀ NhớG, OH H;CO 
HOHaC „O CHạ~ 
=/ Q _— CH:OH CH;OH 
H;CO ÓCH; 


Hình 24: Một số kiểu nối liên phân tử giữa các monomer trong lignin 


7.1.3. Hợp chất thuộc loại hỗn hợp CaC)©a, CsC;Cạ, CaC:C, 


Từ các dẫn xuất cinamat, con đường sinh tổng hợp được tiếp tục để tạo 
thành các loại xanthon, pyron, Havonoid,... 


Các loại flavonoid đã được trình bày ở phần trên. 


Tanin: Các tanin thuộc nhóm hỗn hợp nói trên, là nhóm hợp chất 
polyphenol phân bố rộng rãi trong họ thực vật. N gười ta gặp tanin hằng ngày 
trong cuộc sống (trà, rượu vang đỏ, nhiều loại trái cây nhất là trong võ trái 
mãng cục...). Các tanin có trọng lượng phân tử khoảng 500-3000. Các tannin 
do mang nhiều nhóm —OH nên ít nhiều (tùy theo trọng lượng phân tử của 
chúng) hòa tan trong nước tạo nên dung dịch nhớt. 


Trong kỹ nghệ làm giày da, người ta sử dụng tanin để thuộc da vì tanin 
có tính chất làm đông tụ các protein của lớp da trong (chân bì): tanin tạo các 
nối hydrogen liên phân tử giữa các nhóm —OH và —NH; của protein với các 
nhóm —OH phenol của tanin. Khi nếm tannin, có cảm giác se lưỡi là do tanin 
làm kết tủa các enzym có trong nước miếng, khiến nước miếng bị mất đi tính 
chất của nó là làm trơn láng phân bể mật trong của miệng; cũng vì lý do này 
các loài động vật ăn cỏ ít chọn ăn các loài cây có chứa hàm lượng tanin cao. 
Các nghiên cứu cho thấy có sự biến mất tanin cũng như nhiều loại hợp chất 
phenol trong nhiều loại quả trái chín (so với khi quả còn xanh) là do cây cỏ 
đó đã sử dụng lại các hợp chất nói trên. 
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Tanin được phân thành hai nhóm chính là “tannin thủy giải được” và 
“tanin hóa đặc” tùy theo việc tanin có hoặc không bị thủy giải bởi men hoặc 
dung dịch acid. 


® Tanin hóa đặc là sự polymer của một vài flavanol thí dụ như catechol : 
hoặc epicatechol. Loại này khác với tanin thủy giải được vì nó không bị thủy 
giải dưới tác dụng của acid vô cơ loãng. | 


Cấu trúc hóa học của một vài loại tanin được trình bày trong hình 25. 


® Tanin thủy giải được có cấu trúc hoá học là ester của glucose với acid 
galic. Người ta cũng chia tanin loại này ra là tanin galic và tanin ellagic. 


% Tanin galic có cấu trúc hóa học gồm một nhân trung tâm, là đường 
glucose. Các nhóm —OH tại các carbon C-1, 2, 3, 4 hoặc 6 của đường glucose 
này tạo nối ester với từ 1 đến n số phân tử acid galic. 


% Tanin ellagic: Do sự hiện diện của các nối carbon-carbon trong nhân 
8lucose và các nối carbon-carbon giữa hai nhân benzen của hai phân tử acid 
galic, làm cho cấu trúc tanin thêm sát chặt, rắn chắc nhiều hơn, cũng vì thế 
độ hòa tan cũng kém đi. 


OH 
HO O0 
HạC—— OH 
LiÃ oØX o6 O HO SG, 
ỏ D {3X 
HO O0 Q OH ÔnX OH OH 
\ Ủ HO _ Ơ. ` OH 
HỒ OH  gJ  OH \ #4 tòi an 
Tanin galic lu 999 W dù 
OH 
X“ ÌOH 
4 HO 
HO HO SvưỚ. á\ OH 
HO Tanin `#ZZ 





Tan ellagic 


Hình 25: Cấu trúc của lann ˆ 
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7.1.4. Hợp chất thuộc loại quinon 


Trong các loài thực vật, có thể gặp các loại quinon như benzoquinon, 
naptoquinon, antraquinon... Các naptoquinon, antraqguinon thường gặp trong 
gỗ, vỏ cây, rễ, chúng hiện diện ở trạng thái tự do hoặc kết hợp với đường. 

Các quinon có tính kích thích nên một số quinon như emodol, rhein... 
được sử dụng trong ngành y để làm thuốc nhuận trường. 


Cấu trúc hóa học của một vài quinon tự nhiên được trình bày trong hình 








26. 
OH© 
lạ) O 
Ñy CH;-CH; OHO OH ty yen 
| Ì p rj 
CH 
hụcø Y Cu "ÓC Vợ" 
ràN ¿at kieti -— EtyLl na Tớ 'Emodin OHO 
-l,#-benz0quinO1 (a;đes /onejcollis) (Alo¿  ướ, Hypericin 4,9-Dihydroxy- 
(Hedyotis dichotorma) ._ (Hypericum perforatưm)  -3.10-perylendion 
(Daldinia concentrica) 
ủy CH; 
| $2 H CH;ạ 
OHO 
HO `. : 
đit liền Hydnufemuginin Plumbagin Xxóệt orein B- làigtiổi 
tÀÏh2ei(0ickgÄ) (Hydnellum ferruginewm)  (Drosera indica) (0x colorans)  (Tectona grandis) 


Hình 26: Cấu trúc hóa học của một vài quinon tự nhiên - 


7.2. Các thuốc thử đặc trưng để định tính sự hiện diện hợp chất 
phenoi _ 
Để phát hiện các loại hợp chất phenol, có thể sử dụng những thuốc thử 
chung và có những thuốc thử riêng cho từng loại. 
7.2.1. Dung dịch 4-nitroanilin để phát hiện phenoi 
% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch phun xịt: dung dịch 
0,5% 4-nitroamilin trong HCI 2N (5 mÌ); dung dịch nước 5% NaNO; (0,5 mì). 


Trộn lẫn hai dung dịch lại, thêm ' vào dung dịch nước 15% CHz:COONa 
(15ml). 
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7.2.2. Thuốc thử FeCl; để phát hiện pheno! 

X Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch phun xịt: dung địch 
S2 FeCl; trong nước hoặc trong etanol. Phun xịt và sấy bản 5 phút ở 90°C. 
Các phenol cho vết có màu xanh dương đen. 

7.2.3. Thuốc thử Millon để phát hiện phenol, glucosid phenol 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch phun xịt: hòa tan thủy 
ngân (Š g) trong acid nitric bốc khói (10 g), thêm nước cất (10 ml). Các 
phenol và glucosid phenol cho vết có màu vàng đến cam trên nên trắng. 

Ÿ.2.4. Vanilin, HCI để phát hiện catechol 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch phun xịt: dung dịch 
1# vanilin trong HCI đậm đặc. Phun xịt bản và để khô ở nhiệt phòng, 
catechol xuất hiện màu đỏ. | 

7.2.5. Thuốc thử Benedict với CuSO,-citrat natri để phát hiện 

flavonoid, coumarin có mang nhóm orto-dihydroxy 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch phun xịt: CuSO¿, 
5H:O (1,73 g), NazCOa khan (10 8), citrat natri ( 17,3) trong 100 ml nước 
cất. 

_ Quan sát bản mỏng dưới áng ánh UV: hợp chất flavonoid, coumarin 
mang nhóm øro-dihydroxy bị mất đi ánh sáng huỳnh quang của nó, trong khi 
các hợp chất flavonoid, coumarin không mang nhóm øz7o-dihydroxy thấy 
ánh sánh huỳnh quang rõ mạnh hơn. _ | 

7.2.6. Thuốc thử acetat magnesium để phát hiện quinon 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch phun xịt dung dịch 
Ú,5% acetat magnesium trong metanol. Phun xịt và sấy bản 5 phút ở 90°C. 
Các antraquinon cho vết có màu từ cam đến tím. 

<5. Thuốc thử bortager với KOH/ MeOH để phát hiện quinon, 

Coumarin 

% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Dung dịch phun xịt: dung dịch 

3% KOH trong metanol. Phun xịt và sấy bản 5 phút ở 90°C. Các quinon, 
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coumanin cho vết có màu đỏ, tím hoặc xanh lục. 

7.2.8. Thuốc thử etanolamin_để phát hiện quinon 

*% Thử nghiệm bằng sắc ký lớp mỏng: Hoà tan para-quinon 
(benzoquinon) trong pyridin (10 mì) và n-butanol (40ml). Sau khi phun xịt, 
xuất hiện ngay lập tức vết màu đỏ. 


7.2.9. Thuốc thử gelatin mặn để phát hiện tanin 


% Thử trong ống nghiệm: NaCl (5 g), gelatin (0,5 g) hòa tan trong 100 
mÌ nước cất. Phản ứng dương tính có tanin khi xuất hiện trầm hiện màu vàng 
nhạt, để lâu hóa thành màu nâu. 


7.2.10. Thuốc thử Stiasny để phát hiện tanin 


% Thử trong ống nghiệm: Formol 36% (20 ml), HCI đậm đặc (10 mÙ. 
- Phản ứng đương tính có tanin khi xuất hiện trầm hiện màu đỏ. 


7.3. Các phương pháp chiết tách hợp chất phenol ra khỏi cây 
Y.3.1. Chiết tách hợp chất phenol, coumarin, quinon 


Cấu trúc hóa học của các hợp chất phenol trình bày ở phân trên cho 
thấy các hợp chất này đều có chứa một hoặc nhiều nhân benzen, mạch nhánh 
alcan ngắn, mang các nhóm chức hydroxy (_OH), metoxy (-OCH‡), 
carboxyl (COOH)... nên nói chung các hợp chất phenol có tính phân cực từ 
trung bình đến mạnh, tùy theo hợp chất có mang ít hoặc nhiều nhóm chức 
hydroxy, carboxyl.... Vì vậy muốn chiết tách các hợp chất này ra khỏi bột 
cây, cần sử dụng các dung môi có độ phân cực tăng dẫn như benzen, etyl 
eter, cloroform, etyÌ acetat, etanol... 


Đa số hợp chất phenol có mang nhóm chức —-OH phenol nên có thể sử 
dụng dung dịch nước kiểm loãng hoặc carbonat loãng, nóng (thí dụ dung dịch 
Na;CO: 2N) để chiết chúng ra khỏi bột cây, tiếp theo acid hóa để thu được 
tủa (nếu hàm Tượng ít, không thể cho tủa, thì có thể chiết dung dịch nước đó 
bằng dung môi hữu cơ). 

Một số hợp chất coumarin, nhất là quinon có thể thăng hoa, có thể 
áp dụng kỹ thuật thăng hoa để thu lấy hợp chất. Tuy nhiên, chỉ nên áp 
dụng kỹ thuật này khi hợp chất đó có tính bên với nhiệt độ và có hàm 
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lượng cao trong bột cây. 
7.3.2. Chiết tách tanin 


Tanin hiện diện với hàm lượng cao trong thực vật, muốn chiết lấy tanin 
có thể sử dụng dung môi là nước. Làm tủa tanin bằng dung dịch gelatin mặn 
(dung dịch gồm 5 g NaCl, 0,5 g gelatin, 100 ml nước), bằng cách rót dung 
dịch gelatin mặn vào dung dịch chiết, khuấy nhẹ đêu rồi để yên ở nhiệt độ 
phòng, tanin sẽ tủa. Tuy nhiên phương pháp có một số nhược điểm như: 
không thể ước đoán được lượng dung dịch gelatin cân sử dụng để có thể làm 
- tủa hoàn toàn tanin; dung dịch øelatin có độ nhớt cao gây khó khăn trong 
thao tác thực nghiệm. 

Có thể thay thế dung dịch gelatin mặn bởi dung dịch 
polyvinylpyrolidon (viết tắt là PVP), dung dịch này kém nhớt hơn. Với 20 mg 
cao chiết hòa tan trong 1 ml nước, chỉ sử dụng l ml dung dịch 5% PVP là đủ. 

Có một phương pháp nhanh hơn là cho dung d;ch chiết chảy ngang qua 
một cột sắc ký với pha tĩnh là polyamid, hoặc Sephadex LH-20 hoặc silica 
gel. | | 
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Chương 3 
SẮC KÝ CỘT 


Các tế bào sống chứa hằng trăm loại hợp chất hóa học khác nhau. Các 
hợp chất này bao gồm những đại phân tử như nr^+=in, acid nucleic, lipid cũng 
như các hợp chất có trọng lượng phân tử nhỏ... Những hợp chất nói trên có thể 
hiện diện ở số lượng nhỏ, dưới dạng vết (các enzym) hoặc ở số lượng nhiều 
(các protein cấu tạo...). Người ta muốn biết các thành phần hóa học của tế 
bào, nhằm hiểu rõ các quá trình biến đổi căn bản của nó, qua đó giúp cuộc 
sống loài người ngày thêm tốt đẹp. Muốn vậy, người ta phải tìm cách tách 
riêng chúng để xác định cấu trúc hoá học. Kỹ thuật tách riêng các hợp chất 
_ đã được Tswett (1903) sử dụng để tách các chất màu trong cây cỏ. Từ ngữ 

“chromatography” xuất xứ từ chữ “chroma” tọng tiếng La Tinh có nghĩa là 
chất màu. 


. Ñgày nay, sự sắc ký (chromatography) được sử dụng để tách tất cả mọi 
hợp chất dù có màu hay không, dù trọng lượng phân tử nhỏ hay lớn. Nhưng vì 
các phân tử sinh học rất thiên hình vạn trạng với trọng lượng phân tử lớn nhỏ 
khác nhau, tính chất phân cực nhiều ít khác nhau nên không thể nào có một 
kỹ thuật sắc ký chung cho các loại hợp chất khác nhau. Tài liệu này nhằm 
cung cấp một số kỹ thuật sắc ký căn bản để tách riêng từng loại hợp chất có 
tính chất đặc trưng. 


1. CÁC NGUYÊN TẮC CĂN BẢN CỦA KỸ THUẬT SẮC KÝ 


Sự sắc ký là một phương pháp vật lý để tách một hỗn hợp gồm nhiều 
loại hợp chất ra riêng thành từng loại đơn chất, dựa vào tính ái lực khác nhau 
của những loại hợp chất đó đối với một t hệ thống (hệ thống gồm hai pha: một 
pha động và một pha tĩnh). 
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Pha động. 


_Pha tĩnh Lo, 
-_ |(Stationary phase) + H 
'1 





(Mobile phase) |' 
àc eD Lúc khởi đầu. _ 


°®_. ` : 
®:e'e® Các thành phần của hỗn hợp 


Ũ_ ;¡n HẠD. phân bố khác nhau vào hai pha 
r® Ho 


®© "_. ¬ đó hg 
ñ1®_ Tại trạng thái cân bằng, các thành 


'ône _ phần của hỗn hợp đã phân bố giữa 
1e ®- hai pha theo một tỉ lệ nhất định 


có ái lực mạnh hơn đối 


Nhân xét: Hợp chất () ñe 
h 
với pha tĩnh e? 


Hình †: Hệ số phân chia là sự phân bố thí dụ: của 2 loại hợp chất ( ®) và (1) 
trong một hệ thống gồm có 2 pha: pha tĩnh và pha động - 

Việc tách hai hợp chất nào đó ra riêng có đạt được kết quả tốt hay 
không là tùy vào hệ số phân chia (partition coefficient). Bất kỳ một hợp chất 
nào khi được đặt vào một hệ thống gồm có 2 pha (thí dụ: hai pha lỏng-lỏng 
hoặc rắn-lỏng), lúc đạt đến trạng thái cân bằng, hợp chất đó sẽ phân bố vào 
mỗi pha với một tỉ lệ nông độ cố định, tỉ lệ này thay đổi tùy vào các tính chất 
động học của hợp chất và của cả hai pha. 


Hệ số phân chia K được biểu diễn như sau 


K=.Cs „_Nồng độ của hợp chất trong pha tĩnh 
C„  Nồng độ của hợp chất trong pha động 


Cũng tương tự, một hỗn hợp gồm nhiều loại hợp chất khác nhau khi 
được đặt vào một hệ thống gồm có 2 pha, mỗi loại hợp chất sẽ có ái lực riêng 
của nó đối với hai pha, vì thế sẽ có tương tác mạnh/ yếu khác nhau đối với 
pha tĩnh. Hệ quả là mỗi loại hợp chất sẽ di chuyển ngang qua pha tĩnh với 
một vận tốc khác nhau, nhờ vậy, kỹ thuật sắc ký có thể tách riêng các loại 
hợp chất (Minh họa trong hình 1). 
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Người ta phân biệt nhiều loại kỹ thuật sắc ký khác nhau dựa vào bản 
chất của hai pha sử dụng hoặc vào bản chất của các hiện tượng xảy ra trong 
quá trình tách các chất. : 


1.1. Phân loại sắc ký theo bản chất của hai pha sử dụng 
Tuỳ thuộc vào bản chất của pha tĩnh và pha động, người ta phân biệt 
một số kỹ thuật sắc ký khác nhau _ : 

° Pha fĩnh: có thể là chất rắn hoặc chất lỏng. Pha tĩnh tách riêng các 
hợp chất trong một hỗn hợp nào đó là nhờ vào tính chất hấp thu của nó. 

% Pha tĩnh là chất rắn: thường là alumin hoặc silica gel đã được xử lý, 
nó có thể được nạp nén vào trong một cột (thí dụ: sắc ký cột hở ở áp suất 
thường hoặc sắc ký ở áp suất cao), hoặc được tráng thành một lớp mỏng, phủ 
lên trên bề mặt một tấm kiếng, tấm nhôm hoặc tấm nhựa (thí dụ sắc ký lớp 
móng). _ | 

X Pha tĩnh là chất lóng: có thể là một chất lỏng được tẩm lên bê mặt 
một chất mang rắn hoặc một chuỗi dây carbon đài được gắn (bằng một nối 
hóa trị) lên trên chất mang rắn. Thí dụ trong sắc ký giấy, pha tĩnh là nước. 
Nước này là do sợi cellulose của tờ giấy đã hấp thu. Hoặc trong sắc ký khí, 
pha tĩnh là một chất lỏng có tính bền nhiệt, kém bay hơi, được tẩm phủ lên 
những hạt rắn có lỗ rỗng. | _ 

» Pha động: có thể là chất lỏng hoặc chất khí. 

% Pha động là chất khí: thí dụ trong kỹ thuật sắc ký khí. Trong trường 
hợp này chất khí đó được gọi là khí mang hoặc khí vectơ. 
| % Pha động là chất lẳng: thí dụ trong kỹ thuật sắc ký giấy, sắc ký lớp 
_ mỏng, sắc ký cột. Trong trường hợp này chất lỏng được gọi là dung môi giải 
- ly (eluant). z 
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Bảng 1: Các loại pha động và pha tĩnh thường được sử dụng trong kỹ 
thuật sắc ký. " 


Pha nh _Tên gọi của kỹ thuật sắc ký 
Chất lỏng Sắc ký lỏng_rắn (Sắc ký cột, sắc ký lớp mỏng) 
Chất khí Sắc ký khí-rắn (gọichunglàsấẩkh) | 
Chất lỏng | Chất lổng | Sắc ký lổng-lỏng (Sắc ký HPLC với cột nhổi 

¬ pha đảo C-18) Ì 

| Chất khí Sắc ký khí lỏng (gọi chung là sắc khí) 


1.2. Phân loại sắc ký theo bản chất của hiện tượng xảy ra trong quá - 
trình tách chất 


1.2.1. Sắc ký phân chia (Partition chromatography) 


*% Pha động là chất lỏng hoặc chất khí (trong sắc ký khí). Tuy nhiên, 
trong sắc ký khí, độ hòa tan của các thành phần trong hỗn hợp không giữ vai 
trò quan trọng bằng áp suất hơi tương đối của chúng. | 
% Pha tĩnh là chất lông; đó là một lớp chất lỏng với chiều dây thật mồng, 
chất lỏng này được nối hóa học lên bể mặt của những hạt rắn, nhuyễn 
mịn, có tính trd. 










Chất lỏng bao phủ bên ngoài, 


cột sắc ký thành một lớp thật mỏng 


hất mang rắn ˆ 
(những hạt rắn, nhuyễn mịn, trơ) 


Hình 2: Tiêu biểu của sắc ký phân chia. Pha tĩnh lắng là một lớp rất mảng chất lỏng 
nối hóa học với hể mặt của chất mang rắn, trơ 


Sự tách riêng các chất của một hỗn hợp dựa vào việc mỗi hợp chất của 
hỗn hợp đó sẽ có hệ số phân chia khác nhau giữa pha tĩnh (chất lỏng tấm trên 
bề mặt của pha tĩnh) với pha động (cũng là một chất lỏng). 
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Hệ số phân chia tùy thuộc vào khả năng hòa tan của hợp chất vào mỗi 
pha, vào tính chất phân cực của: mỗi hợp chất, pha động, pha tĩnh. Nếu pha 
tỉnh tương đối phân cực, các hợp chất có tính phân cực mạnh sẽ bị nó giữ lại 
mạnh hơn so với các hợp chất kém phân cực, hệ quả là các hợp chất kém 
phân cực sẽ di chuyển ngang pha tĩnh nhanh hơn và ra khỏi cệt sớm hơn so 
các hợp chất phân cực. Trong trường hợp ngược lại, nếu pha tĩnh kém phân 
cực, các chất phân cực sẽ ra khỏi cột trước các chất kém phân cực. 


Trong hệ thống này, tính phân cực của pha động cũng giữ một vai trò 
_ quan trọng. | : | 

1.2.2. Sắc ký hấp thu (Adsorption chromatography) - 

% Pha động là chất lỏng hoặc chất khí. 


% Pha tĩnh là chất rắn: đó là những hạt rắn, nhuyễn mịn, có tính trơ, 
được nhồi trong một cái ống. Những hạt rấn trơ này cũng giống như những 
-hạt rắn trong sắc ký phân chia, nhưng không có phủ chất lỏng ở bên ngoài; 
bản thân hạt rắn là pha tĩnh. 


Trong sắc ký hấp thu, các chất của hỗn hợp (thay vì hòa tan vào pha 
nh lỏng như trong trường hợp của sắc ký phân chia) sẽ hấp thu hoặc dính lên 
bỀ mặt của chất rắn pha tĩnh. Các hợp chất khác nhau sẽ có những mức độ 
hấp thu khác nhau lên pha tĩnh (dĩ nhiên chúng cũng tùy thuộc vào tính phân 
_ cực của pha động), hệ quả là trong quá trình pha động di chuyển, chúng sẽ 
tách xa nhau ra. _ 


Sự hấp thu xảy ra là do sự tương tác lẫn nhau giữa các phân tử phân 
cực (tương tác lưỡng cực - lưỡng cực); do sự tương tác giữa những phân tử có 
mang các nhóm phân cực đối với pha tĩnh rắn là chất rất phân cực; do nối 
hydrogen, nối Van đer Waal.... 


Trong sắc ký hấp thu, pha tĩnh thường sử dụng là những hạt silica gel 
hoặc alumin; trên bể mặt của những hạt này có mang nhiều nhóm —OH nên 
đây là những pha tĩnh có tính rất phân cực. .ã 
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Các phân tử hấp thu 
lên bề mặt pha tĩnh 


pha tĩnh, 
(chất mang rắn) 


Hình 3: Tiêu biểu của sắc ký hấp thu. Pha ĩnh rắn là những hạt rắn, nhuyễn, trư 


1.2.3. Sắc ký trao đổi ion (lon exchange chromatography) 
% Pha động chỉ có thể là chất lỏng. 


% Pha tĩnh là chất rắn, là những hạt hình cầu, rất nhỏ, có cấu tạo hóa 
học là polymer, nên được gọi là các hạt nhựa. Bễ mặt của hạt mang các 
nhóm chức hóa học ở dạng ion. Có hai loại nhựa: nhựa trao đổi anion và nhựa 
trao đổi cation. Nhựa trao đổi anion mang nhóm chức có điện tích dương nên 
nhựa bắt giữ các ion âm của pha động; ngược lại, nhựa trao đổi cation mang 
nhóm chức có điện tích âm nên nhựa bắt giữ các ion đương của pha động. Sự 
bắt giữ xảy ra nhờ lực hút tĩnh điện giữa hai điện tích ngược dấu. Các loại 
nhựa trao đổi ion được sử dụng để tách các ion vô cơ hoặc hữu cơ. 


: _ 
++““ ^Hỗn hợp chứa các hợp chất 


mang điện tích khác nhau 
cột sắc ký 





Pha tính, . 

_ (trên bể mặt hạt nhựa 
có các nhóm chức hoá 
học mang điện tích) 


Hình 4: Tiêu biểu của sắc ký trao đổi ion 
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Sự tách riêng các chất của một hỗn hợp dựa vào việc hợp chất nào của 
hỗn hợp có mang điện tích ngược dấu với điện tích của hạt nhựa, bị hạt nhựa 
bắt giữ lại trong cột. Hợp chất mang nhiều điện tích gắn mạnh vào pha tĩnh, 
hợp chất nào mang ít điện tích gắn yếu và không mang điện tích không gắn, 
Và ra khỏi cột trước. _ 


1.2.4. Sắc ký lọc gel (Size exclusion chromatography; Gel 
filtration chromatography) 


% Pha động chỉ có thể là chất lỏng. 

% Pha tĩnh là chất rắn, đó là những hạt hình cầu bằng polymer, trên bề 
mặt của hạt có rất nhiều lỗ rỗng. Mỗi loại hạt nhựa có một kích cỡ nhất định, 
biết trước. (Do pha tĩnh được cấu tạo bởi những nguyên liệu tương đối trơ nên 
những loại tương tác liệt kê ở phần trên không đáng kể), 


e2" e«®_— Hỗn hợp chứa các loại hợp 
nạ»; «© chất có trọng lượng phân tử 


lớn, nhỏ khác nhau 













Phân tử có kích thước nhỏ 
lọt được vào lỗ rỗng sẽ bị 
giữ lại lâu hơn trong cột 


Pha tĩnh, 
(trên bề mặt hạt nhựa 
có các lỗ rỗng với kích 


| ỤŨ : thước xác định) 
©® 
lì 


Việc tách chất dựa vào trọng lượng phân tử của các hợp chất. Các phân 
tử được giải ly khỏi cột theo thứ tự trọng lượng phân tử giảm dân: phân tử có 
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trọng lượng phân tử lớn sẽ ra khỏi cột trước, phân tử có trọng lượng phân tử 
nhỏ sẽ ra sau. 


Bảng 2: Cơ chế lưu giữ chất của một số loại pha tĩnh. 


Kiểu hấp thu Cơ chế bắt giữ chất trong cột sắc ký 
Hấp thu rắn - lỏng | Hấp thu trên bể mặt của pha tĩnh tùy thuộc vào | 
(Liquid-solid tính phân cực của pha tĩnh và pha động. 


adsorption) 
Pha tĩnh - tạo nối 
(bonded phase) 

















Có cả hai hiện tượng: có thể chất tan sẽ phân bố 
giữa hai pha hoặc có sự tương tác hấp thu giữa 
chất tan và pha tĩnh-tạo nối 
Tương tác điện tích giữa chất tan ở dạng ion (anion 
hoặc cation) và nhóm chức được gắn vào pha tĩnh 
ở dạng đối ion (cation hoặc anion) 
Hiệu quả của sự rây lọc tùy theo kích cỡ của lỗ 
rỗng trên bể mặt của hạt nguyền liệu dùng làm 
Dha tĩnh 
Sự tương tác có tính lựa chọn xuyên lập thể phân | 
Thủ tính (Chiral) | giữa chất tan ở một dạng đối phân và nhóm chức 
| có tính thủ tính được sắn vào pha tĩnh. _ 
Sự tương tác sinh học (sự gắn khớp vừa khít của 
Ái lực (affinity) một vị trí đặc trưng sinh học của chất tan) giữa 
: chất tan với phối tử được giữ cố định trên pha tính 
(nhóm các nguyên tử tạo nên một cấu trúc có kích 
cỡ vừa khớp) 











Trao đổi ion 
(lon exchange) 








Đuôi tùy theo kích 
cỡ (size exclusion) 






Rất hiếm khi gặp trường hợp một loại sắc ký xảy ra chỉ với một loại 
hiện tượng, thí dụ hiện tượng hấp thu và hiện tượng phân chia. Thí dụ sắc ký 
cột hoặc sắc ký lớp mỏng xảy ra với hiện tượng chính là sự hấp thu nhưng 
không loại trừ có xảy ra hiện tượng phân chia; tương tự, sắc ký khí xảy ra với 
hiện tượng chính là hiện tượng phân chia nhưng đôi khi cũng có xảy ra hiện 
tượng hấp thu. 


Phần trên trình bày cơ chế hoạt động của bốn kiểu sắc ký thường gặp 
trong các phòng thí nghiệm, ngoài ra để phục vụ cho việc cô lập nhiều loại 
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hợp chất hữu cơ đa dạng khác nhau (hợp chất hữu cơ sinh học, hợp chất có 
tính thú tính...) các nhà khoa học đã có một số loại pha tĩnh khác với cơ chế 
lưu giữ chất khác, trình bày tóm tắt trong bảng 2 và trình bày kỹ hơn trong 
các chương tiếp theo. 


1.3. Phân loại sắc ký theo cấu hình (chromatography configuration) 


Các kỹ thuật sắc ký cũng được phân biệt dựa theo cấu hình, nghĩa là 
cho biết pha tĩnh được chứa đựng trong các thiết bị ra sao và với thiết bị như 
thể, pha động đi ngang qua pha tĩnh như thế nào, xét theo trạng thái vật lý 


(khí hoặc lỏng) hoặc cho biết làm sao pha động có thể di chuyển được (nhờ 
vào trọng lực, lực mao dẫn hoặc các lực khác). 


Về tổng quát, có hai loại cấu hình: phương pháp phẳng (planar method) 
và phương pháp cột (column method). 


Bảng 3: Tóm tắt các cấu hình sắc ký khác nhau. 


Í Hình | Cấuhình 


Cột Đi xuống 
— Cột |Sắc Ký khí| Nhờ vào ngoại lực 
(GC) = 
HPLC Nhờ vào ngoại lực 


_ Trong những loại phương pháp phẳng: pha tĩnh được tráng thành một 

lớp thật mỏng lên trên một tấm phẳng. Khi sắc ký, tấm này được dựng đứng 
và pha động di chuyển ngang qua bể mặt của tấm này, có thể theo chiều từ 
trên xuống dưới (descending chromatography) hoặc từ dưới đi lên (ascending 
-Chromatography). x 





Chiều di chuyển của Loại sắc ký 
_pha động 

Đi lên; đi xuống: từ | Phân chia 

tâm lan tỏa tròn 













Hấp thu, phân chịa, 
trao đổi 1On, lọc gel 


Hấp thu, phân chia, 
trao đổi ion, lọc gel 
Hấp thu, phân chia 


Hấp thu, phân chia, 
trao đổi ion, lọc gel 







Đi lên; đi xuống: từ 
tâm lan tỏa tròn 
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Trong những loại phương pháp cột: pha nh được nén trong một trụ 
hình tròn và pha động di chuyển xuyên ngang qua trụ đó, có thể nhờ trọng 
lực hoặc nhờ một bơm có áp suất lớn hoặc nhờ áp lực của chất khí. 


Tất cả các kỹ thuật sắc ký với pha động là chất lỏng (ngoại trừ sắc ký 
giấy, do sử dụng pha tĩnh là tấm giấy làm bằng cellulose không xử lý, nên 
quá trình xảy ra theo sắc ký phân chia),.. đều có thể áp dụng tất cả các loại 
sắc ký đã trình bày ở phân trên thí dụ như: sắc ký hấp thu, trao đổi ion. Nếu 
pha động là chất khí, thí dụ sắc ký khí, sẽ giới hạn trong hai loại là sắc ký hấp 
thu và phân chia. 


Bảng 3 tóm tắt các cấu hình sắc ký khác nhau. 


1.3.1. Sắc ký giấy và sắc ký róp mỏng (Paper and thin-layer 
chromatography) 


Trong sắc ký giấy, pha fnh là một tờ giấy bằng cellulose thí dụ tờ giấy 
thấm, giấy lọc trong phòng thí nghiệm. Các loại giấy này có tính ái nước nên 
trên thực tế, pha tĩnh là một lớp nước (H;O) thật mỏng đã được phủ che lên 


trên bỀ mặt của tờ giấy (một cách không chủ ý), chính vì thế sắc ký giấy là 


loại sắc ký phân chia. Pha động là chất lỏng. 


Nắp đậy bình 


` Bình triển khai sắc ký 






Mức dung môi 


Mẫu (C) = 


Mẫu (B) đang lên đến đây 
Mẫu (A) pc —?^ Dag môi, 
TP NET ——— (pha động) 
Tâm ¬ ký œ ha động) Tấm sắc ký được đặt | 
có chấm 3 mẫu A, B, C Tà 
trong bình triển khai 


Chưa triển khai sắc ký Sắc ký đang triển khai, đụng 
môi đang đi lên, sắp hoàn tất 


Hình 6: Cấu hình phẳng gủa sắc ký lớp mỏng 
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Trong sắc ký lớp mỏng, các nguyên liệu được sử dụng làm chất hấp thu 
được tráng thành một lớp mỏng, phủ đều lên trên bề mặt một tấm kiếng, tấm 
kim loại thường là nhôm hoặc tấm nhựa. Các tấm này là các sản phẩm 
thương mại hoặc có thể tự tráng lấy trong phòng thí nghiệm. Sắc ký lớp mỏng 
gồm đủ các loại sắc ký: hấp thu, phân chia, trao đổi ion, lọc gel. Chất hấp thu 
thông dụng trong sắc ký lớp mỏng là silica gel, là loại pha tĩnh với tính chất 
rất phân cực. Pha động luôn luôn là chất lỏng. _ 


Trong sắc ký giấy và sắc ký lớp mỏng, kiểu triển khai sắc ký thông 
dụng nhất là pha động di KD PHI, từ dưới thấp lên trên. cao, như trình bày 
trong hình 6. 


Với một tấm sắc ký lớp mỏng, có thể khảo sát cùng lúc nhiều mẫu chất 
khác nhau (sắc ký lớp mỏng được trình bày chỉ tiết trong một chương riêng, ở 
phần sau). 


Do phần lớn các hợp chất hữu cơ không có màu, nên không thấy vị trí 
của mẫu chất trong quá trình dung môi dị chuyển đi lên trong bình triển khai, 
chỉ theo dõi mức dung môi gần đạt hết tấm sắc ký thì ngưng. Sử dụng các 
thuốc thử đặc trưng hoặc ánh sáng. UV.. (trình bày trong chương trên) để 
phun xịt lên tấm sắc ký, làm hiện hình các vết. 


| Với sắc ký lớp mỏng người ta sử dụng yếu tố làm chậm trễ (retardation 
factors), thường được gọi tắt là R¿, để phân tích định tính sự hiện diện của một 
loại hợp chất nào đó (so sánh với chất chuẩn). 










đoạn đường di chuyển của mẫu chất 
__ đoạn đường di chuyển của dung môi 








Sắc ký 
chưa triển khai khai hoàn tất 


Sắc ký triển 


1.32. Sắc ký cột hở cổ điển (Classical open-column 
chromatography) (Hình ?) 
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Sắc ký cột hở cổ điển là tên gọi để chỉ loại sắc ký sử dụng một ống hình 
trụ, được đặt dựng đứng, với đầu trên hở và đầu dưới có gắn một khoá, dụng 
cụ này giống như cái buret để định phân trong phòng thí nghiệm. Pha tĩnh rắn 
được nhồi vào ống trụ. Mẫu cần tách được đặt lên trên bể mặt của pha tĩnh. 
Pha động là dung môi được liên tục rót vào đầu cột. Nhờ trọng lực, dung môi _ 
di chuyển từ trên đâu cột xuống dưới cột, xuyên ngang qua pha tĩnh, rồi ra 
khỏi cột và được hứng trong những ống nghiệm, mỗi ống nghiệm với một thể 
tích như nhau. Nhờ thiết bị thu nhận mẫu tự động có thể hoạt động trong một - 
thời gian dài, người ta có thể triển khai sắc ký cột để tự động qua đêm rất 
thuận tiện. " 

(Sắc ký cột được trình bày chỉ tiết trong phần sau). 

1.3.3. Sắc ký đồ (Instrumental chromatogram) 

a) Thời gian lưu (retention time) 


Với máy sắc ký khí và máy sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC), pha 
nh là bột rắn, nhuyễn cực mịn, được nén chặt trong một ống hình trụ, nên 
cần phải có một thiết bị tạo lực đẩy để giúp pha động di chuyển ngang qua 
pha tĩnh (không thể nhờ vào trọng lực như trường hợp sắc ký hở); ở đầu ra của 
cột sắc ký có gắn một thiết bị cảm biến điện tử để phát hiện biết khi nào có 
hợp chất đi ra khỏi cột (hỗn hợp mẫu ban đầu chứa nhiều thành phần khác 
nhau). 


Thiết bị cảm biến thường được gọi là đầu dò (detector) tạo ra các tín 
hiệu điện tử để ghi thành sắc ký đô (chromatogram). Sắc ký đỗ có thể được 
về trên màn hình máy tính hoặc trên máy ghi vẽ ra giấy. 

Hình 8 trình bày cho thấy máy ghi đã vẽ sắc ký đồ theo thời gian. Từ 
mẫu ban đâu là hỗn hợp gôm bốn hợp chất, nhờ quá trình sắc ký cột, các hợp 
chất này tách xa nhau ra và lần lượt được giải ly ra khỏi cội. Khi chất ra khỏi 
cột, đi vào vùng cảm biến (sensor field), máy sẽ phát hiện và ghi nhận thành 
sắc ký đồ. | 
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Dung môi 


Lớp bông gòn 
Lệ 8k - (Pha động) - 


để bảo vệ lớp 
mặt pha tĩnh 


Hỗn hợp mẫu 
ban đầu 











PƯNG Các loại hợp chất khác nhau 
đang tách nêng ra trong quá 


(Pha tĩnh) 


, | iết bị cảm biến điện tủ 
1 nổ Thiết bị thu nhận Thiết bị cảm biến điện tử 
EweiseeiAs sự tờ mẫu tự động 
đâu cột sắc ký | 
để chuẩn bị 
triển khai giải ly _ 
Quá trình triển khai xảy ra, các loại hợp chất khác 
nhau đang dân tách xa nhau và lần lượt ra khỏi cột 


Hình 7: Hệ thống sắc ký cột hở cổ điển với thiết bị thu nhận mẫu tự động 






Các thành 
phần của 
ồn hợp 
ban đầu 










/ 
7 
2 
7 
lý 





Thời gian Ì Thời gian 2 Thời gian 3 Thời gian 4 Thời gian 5 


Hình 8: Biểu diễn nét vẽ trên sắc ký đồ tương ứng với lúc mẫu đi ra khỏi cột sắc ký 
theo thời gian và bị thiết bị cảm biến điện tử ghi nhận 
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Thời gian lưu Íp 








Ï 
¡:__-_ hỡi gian lưu | Íp: thời gian mà hợp chất 


!~ M.++”— S6 hiệu chỉnh P- __ b| giữ lại trong cột 
: ÍM: thời gian của hợp chất 
li không bị cột giữ lại 
ữ 


\¿ : _ (đó là dung môi đã sử 
Thời điểm chích sở khí hoặc dung HỖ dụng để hòa tan mẫu) 
mẫu vào máy sử dụng để hòa tan mẫu 


Hình 9: Cách xác định thời gian lưu bằng sắc ký đồ 


Trong sắc ký khí và sắc ký lỏng hiệu năng cao, việc sử dụng sắc ký đô 
để xác định sự hiện diện của một loại hợp chất nào đó có ý nghĩa giống nhau 


Thời gian lưu, được viết tắt là tụ, của một họp chất là thời gian mà hợp 


chất đó bị giữ lại trong cội. Trên sắc ký đồ, thời gian lưu là khoảng thời gian 
từ lúc chích dung dịch hợp chất vào máy cho đến lúc xuất hiện pic của hợp 
chất (tính tại tâm của pic). | 

Người ta thường sử dụng một thông số khác là (hời gian lu có hiệu 
chính (adjusted retention time), viết tắt là Ứn§= Íg— tự trong đó tụ là thời 
gian của hợp chất không bị cột giữ lại, hợp chất đó là bọt khí hoặc dung môi 
đã sử dụng để hòa tan mẫu trước khi chích mẫu vào mấy. 

Có thể sử dụng thời gian lưu để biết được sự hiện điện của một hợp chất 
nào đó trong hỗn hợp, với điều kiện trước đó có mẫu chất tinh khiết để có thể 
ghi được tạ của nó trong cùng điều kiện ghi máy. 

b) Độ phân giải (Resolution, R) ~ 

Từ sắc ký đỗ, người ta biết được độ phân giải, ký hiệu bằng chữ R. 

Độ phân giải của cột sắc ký cho biết cột có khả năng tách các chất 
riêng ra hay không, được định nghĩa là sự khác nhau về thời gian lưu của hai 


pic ở kể sát bên nhau chia cho giá trị trung bình của bể rộng của đáy của hai 
pic đó, minh họa trong hình 10. 
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Độ phân giải N tạ (píc B) — tạ (pic A)| 
————=_____— 






k¿ Ôt _— ` : . 
Sử dụng “êm thề W (pic A)+ W_ (pic Bi 
thước để kẻ Địc B _—= 
nét đậm này | 


Với 
{` (pícB) = Thời gian lưu của pic B 
{_ (pic A) = Thời gian lưu của pic A 
W_ (pic A) = Bể ngang tại đầy của pic A 
W_(pic B) = Bể ngang tại đáy của pic B. 


Wp W 


Hình 10: Cách đo bể rộng của đáy của một pic dùng để hiết được khả năng 
phân giải R của một cột sắc ký 
Thí dụ trong hình 11a: Hai pic của một sắc ký đồ có thời gian lưu lần 
lượt là 1,3 và 2,5 phút. Bê rộng đáy pic thứ nhất là 0,25 phút và của đáy pic 
thứ nhì là 0,29 phút, tính toán biết độ phân giải của cột R = 4,4. Theo lý 
thuyết, khi giá trị R > 1,5 cho biết cột đã tách tốt hai chất đó. Hình 11 b cho 
thấy cột đã không thể tách hai chất này. 


R— ,!RŒfc B)— tr(pícA) —_ 
Wpic A) + Gœïc B) 
2 : : _ 











(0,25+0,20) ~ 


2 _ Hìnha - Hình b 


Hình 11: Thí dụ về độ phân giải R 


2. CÁC LOẠI PHA TĨNH SỬ DỤNG TRONG SẮC KÝ 


Có nhiều loại chất hấp thu sử dụng cho các loại sắc ký: silica gel, 
alumina... Silica gel được sử dụng phổ biến nhất, còn alumina thường được 
lựa chọn nhờ vào tính base của nó, nên được sử dụng để tách các hợp chất có 
tính acid. _ | 
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2.1. Silica gel 
2.1.1. Silica gel pha thường 


Silica gel làm pha tĩnh trong sắc ký được chế tạo bằng cách thủy giải 
silicat natri (cho tác dụng với acid sulfuric) để thành acid polysilisic, tiếp theo 
là sự ngưng tụ và polymer hóa để đạt các chỉ tiêu vật lý cần thiết như có các 
hạt với kích cỡ hạt, thể tích lỗ rỗng trên bề mặt, diện tích bề mặt... như yêu câu. 


____ Các nhà sản xuất có thể trộn thêm các chất làm bám dính để silica gel] 
có thể bám dính lên tấm bản mỏng (loại dùng để tráng bản mỏng). Tiếp vĩ 
ngữ “G” được sử dụng thống nhất trên thế giới để cho biết rằng silica gel đó 
đã có trộn thêm khoảng 10 % (w/w) chất kết dính [CaSOx, (0,5 H;O)]. Các 
nghiên cứu cho thấy sự hiện diện của các ion calci không làm ảnh hưởng đến 
khả năng tách chất của silica gel. | 


Cũng có thể hiệu chỉnh tính hấp thu của silica gel bằng cách cho silica 
gel kết hợp với những hợp chất khác như các base, các dung dịch đệm ở mức 
pH xác định. Cũng có thể thêm nitrat bạc để làm gia tăng khả năng tách các 
hợp chất, nhất là các alcen. 


Silica gel là polymer ba chiều của những đơn vị tứ diện oxyd silicon 
SIO;, HạO và trên bề mặt hạt gel có những lỗ rỗng. Hạt silica gel sử dụng cho 
sắc ký cột cổ điển có đường kính hạt trung bình khoảng 40-200 um, các lỗ 
rỗng có đường kính trung bình khoảng 40-300Â, diện tích bể mặt khoảng 
100-800 m”⁄g. Loại silica gel dùng cho sắc ký lớp mỏng có đường kính hạt 
khoảng 5-25 Hm, đường kính lỗ rỗng 6 nm, nên đã tạo ra một phần tính chất 
đuỗi các hợp chất có trọng lượng phân tử trong khoảng 500-1000 Datton. Hạt 
silca gel dùng cho loại sắc ký cột HPLC chỉ để định tính, có diện tích bể mặt 
200-500 m”/g, có kích thước nhỏ 2 - § tm. Hạt silica gel HPLC để cô lập hợp 
chất, có diện tích bể mặt 500-800 m'/ ø, có kích thước lớn hơn 40-60 um. 


Các vị trí hoạt động trên bề mặt của hạt silica gel là các nhóm silanol, 
mỗi nhóm cách nhau 5. Muốn điều chỉnh hoạt tính của bề mặt silica gel chỉ 
cần thêm hoặc loại bớt nước. Khi silica gel hấp thu nước, các phân tử nước sẽ 
che khuất những vị trí hoạt động trên bề mặt của hạt silica gel làm hạt bị 
giảm hoạt tính; muốn silica gel tăng hoạt tính trở lại, chỉ cần đun nóng để loại 
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bỏ nước. Đây là quá trình thuận nghịch, muốn làm giảm hoạt silica gel thì chỉ 
cần cho thêm nước vào. Tuy nhiên, khi đun nóng khoảng 400-500°C, quá 
trình thuận nghịch biến mất, silica gel bị mất vĩnh viễn hoạt tính bể mặt, do 
hai nhóm silanol kể bên đã bị mất một phân tử nước, tạo thành nối efer, 
không còn hoạt tính sắc ký. _ 

OHOH 


| HO 
H „H „H „H OH 
ÿ ự  # 
: ; 'M: HO OH 
öO O O ¡ HO OH 
Ị Ị ị HỎ OH 
Cấu trúc mạng silica gel Silica gel 


Hình 12: Mô tả bể mặt hạt silica gel 


Hoạt tính của silca gel là khả năng hấp thu nước, được đo bởi số 
Brockmann. Silica gel có số Brockmann càng lớn thì bể mặt càng kém hoạt tính. 


OH A OH A ` 
^-% G1 @^.@«€) 
OH HƠ ` 


Silica gelhatto  Silica gel mất . Silica gel hạt nhỏ Silica gel m.i 
: g hoạt tính 
- hoạt tính 


Bản chất hóa học của bể mặt hạt silica gel là những nhóm silanol —OH; 
đây là những tâm rất hoạt động có thể tạo nối hydrogen mạnh với những hợp 
chất được sắc ký. Vì thế, khi sắc ký cốt với cột nhồi bằng silica gel, những 
hợp chất phân cực (có mang các nhóm chức ~OH, NH;, —COOH..) có khả 
năng tạo nối hydrogen mạnh, bị silica gel giữ chặt lại trong cột và bị giải ly ra 
muộn hơn so với những chất khác có tính kém phân cực như alcan, terpen (là 
những hợp chất không chứa những những nhóm chức có thể tạo nên nối 
hydrogen) ít bị silica giữ lại, sẽ ra khỏi cộtsớm. - 


_ Tuy nhiên cũng cần nhớ là với một hợp chất nào đó đang bị silica gel 
giữ lại trong cột, giải ly chất đó ra khỏi cột được hay không cũng còn tuỳ vào 
việc sử dụng dung môi giải ly có độ phân cực mạnh hay yếu. Dung môi nào 
có thể tạo nối hydrogen mạnh sẽ là dung môi thích hợp để giải ly các hợp 
chất phân cực mạnh ra khỏi cột silica gel. Metanol thường được chọn để đuỗi 
hết các chất còn sót lại trong cột silica gel. Hơn nữa, muốn đuổi hết các hợp 
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chất phân cực thí dụ các flavonoid glycosid, triterpen glycosid nên dùng 
1-2% acid acetic trong metanol. 


CH; 
CÚC 
Tạo nối hydrogen giữa Kế: FƑ & 
chất tan và silica gel ợ ° Mực ợ” 
*ori'xorŸi wrŸ'*orš*o“ 
ng 


Lưu ý rằng khi sử dụng dung môi là metanol hoặc nước, hai loại dung 
môi này có thể hòa tan một lượng nhỏ silica gel khiến cho dung dịch giải ly 
hứng được có chứa một ít silica øel, gầy hiểu lầm rằng đó là hợp chất thu 
được. Silica gel đễ đàng hòa tan trong nước có pH nhỏ hơn 7. 


2.1.2. Silica gel chế hóa 


Silica gel có thể được chế hóa bằng cách cho các nhóm chức silanol 
của silica tác dụng với nhiễu loại clorur silil khác nhau để tạo thành những. 
_ loại chất hấp thu mới, với các đặc tính vật lý đổi khác, được gọi là silica gel- 
tạo nối (bonded silica gel). Có thể chế hóa thành silica gel-tạo nối dùng cho 
pha thường hoặc pha đảo. | | 


a) Stlica gel-tạo nối dùng cho pha đảo 


Cho silica gel tác dụng với clorodimetylalkylsilan R-Si(CHa);-CI để 
biến đổi silica gel này thành loại chất hấp thu mới có tính không phân cực. 
_ Dây alkyl R có thể là C-1, C-2, C-4, C-6, C-§ và C-18, tuy nhiên, người ta 

thường hay chế tạo dây C-8 và C-18 (Hình 13), : 

Trong các loại silica gel thương phẩm, 40 - 60% các nhóm sIllanol bị 
biến thành các dẫn xuất. Các loại silica gel này rất bền, chịu được dung môi ở 
áp suất 6000 psi (41,4 MPa) trong khoảng pH 2,0 — 8,5. Một vài loại dẫn 
xuất như polystyrene, divinylbenzen còn bên hơn cả silica gel C-I8, chịu 
được khoảng pH 1,0 — 13,0. 
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Loại silica gel pha đảo có tính kém phân cực, nên có ái lực mạnh với 
các hợp chất kém phân cực, giữ chặt các hợp chất này lại trong cột. Pha động 
thường là nước. Bên cạnh dung môi nước, người ta thêm vào những dung môi 
hữu cơ như metanol, acetonitril, tetrahydrofuran với nồng độ tăng dân theo 
quá trình sắc ký (nghĩa là trong quá trình giải ly, dung môi giải ly càng lúc 
càng kém phân cực), như thế những hợp chất phân cực sẽ được giải ly ra khỏi 
cột trước và những chất kém phân cực sẽ ra sau. 


Người ta thường hay thêm một tỉ lệ nhỏ 0,01 - 0,1% acid trifluoroacetic 
(TFA) vào pha động. " 


R= —(CH;}—CH; ˆ 
Với n=0 đến J7 - - 





Silica gel pha thường 
Silica gel C-§ dùng cho pha đảo 


Hình 13: Cấu trúc của Slliea gel có tạo nối dùng cho pha đảo 
b) Silica gel-tạo nốt dùng cho pha thường 


Các nhà sản xuất cũng điều chế loại silica gel chế hóa nhưng dùng cho 
pha thường. Thực hiện phản ứng điều chế tương tự như trên nhưng nhóm chức 
cuối dây thường là: phenyl, cyano, amino, diol.. (Hình 14). 


So với silica gel thường, loại siHca gel chế hóa có giá thành mắc hơn 
nhiều nhưng bù lại rất tốt, vì nó bển đối với tất cả các loại dung môi, kể cả 
những dung môi có tính phân cực mạnh, kể cả nước. Silica gel chế hóa có thể 
sử dụng với tất cả các loại dung môi từ không phân cực đến rất phân cực. 


Ngoài ra, silica gel chế hóa còn có ưu điểm nữa là có thể sử dụng dung 
môi phân cực mạnh để giải ly ra khỏi cột tất cả các hợp chất có tính phân cực 
- mạnh; trong khi đó, silica gel thường sẽ ziữ rất mạnh các hợp chất có tính 

phân cực, nhiều khi hợp chất bị dính luôn trong cột, không thể giải ly ra khỏi 
CỘI. _ : 
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Mẹ _ 
O-Si—4 Ù : Silica gel Phenyl 
Me _ i 
O-—S¡ 
227277 Mẹ _ 
0H - Me 
O~Si—CH;-CH;-CH;-C=SN Cyanopropyl 
Me 
họ M_. 
O~Si—(CH;);—NH; Aminopropyl 
Me _ 
Me 
O~Ši— —CH;-CH;-CH;-O-CHạ—CH-CH; Diol 
Mc ~ _ OH OH ằ 


Hình 14: (ấu trúc và lên gọi một số loại silica gel-tạo nối dùng cho pha thường 
c) Silica gel-tạo nôi dùng cho sắc ký thủ tính 


CHạ-CH=CH; Alcenphenyl 


Hoạt tính sinh học của những hợp chất thủ tính đặc trưng tùy theo hóa 
lập thể của chúng. Có đối phân có hoạt tính chữa bệnh trong khi đối phân còn 
lại không có dược tính đó, mà lại có khi còn độc hại, vì thế nhất thiết phải 
tách nêng chúng. Nhưng hai đối phân có đặc tính vật lý giống nhau, cùng độ 
hòa tan vào cùng một loại dung môi nào đó, nên không thể sử dụng sắc ký để 
tách chúng được, cho dù sử dụng silica gel pha thường hay pha đảo, cột 
thường hay cột hiệu năng cao HPLC. 


Đã có nhiều loại silica gel thương phẩm sử dụng cho sắc ký thủ tính, 
_với các cơ chế lưu giữ chất khác nhau, một số những chất đó sử dụng silica 
gel làm chất nền (bảng 3). ` 


Bảng 3: Phân loại một vài pha tĩnh thủ tính. 


Loại pha tĩnh thủ tính 


Polymer hình xoắn ốc-thủ tính | Các nối ky nước (hydrophobic bond) 
(poÌysacarid) | _ 


Tương tác giữa chủ-khách (tương tác 
giữa chất tan đối với lỗ rỗng có tính 
thủ tính của chủ là cyclodextrin) 






















Cyclodextrin và eter vòng 
(crown ether) 






170. 


SẮC KÝ CỘT 














Enzym bị giữ cố định 
(Immobilised enzymes) 


_ | Ái lực thủ tính 
Phức amino acid kim loại 


_Ì Phức xuyên lập thể phân 
e Pha nh Pữ kỉc _ 


Tác giả Pirkle đã chế tạo pha tĩnh bằng cách cho một dẫn xuất amino 
acid có tính thú tính là (R)-N-(3,5-dinitrobenzoyl)phenylglycin gắn vào hạt 
aminopropylsilica có kích thước hạt 5 um ngang qua một nối hóa trị hoặc 
bằng lực hút tĩnh điện giữa hai ion ngược dấu (Hình 15). 






OR 
OzN H —~CH;-CH;-CH;-Sio 
2 › \ O Q OR OzN ˆ Ẳ 
— C-NH-CH;-CH;-CH;—S¡-O O0. | `'® 
N~Cn Ò ,£ Éx 
O¿N H“ NT" 
` QạN H Nối ion 
Nối hoá trị : 


Hình †5: Pha tĩnh Pirklế dùng cho sắc ký thủ tính. 
Nhóm Ñ-(3,5-dinitrobenzoyl)phenyiglycin hoặc tạo nối hóa trị hoặc tạo nối ion 
vào aminopropylsiiiea 

Để pha tĩnh Pirkle nhận diện một hợp chất thủ tính, chất này phải có í: 
nhất ba vị trí tương tác với pha tĩnh, trong đó phải có một vị trí phụ thuộc vào 
hóa lập thể. Các vị trí có thể xây ra được sự tương tác là nhờ vào các yếu tố 
sau: sự cho và nhận điện tử giữa những mảnh nhân thơm (n-donor, T.- 
AaCceptor aromatic fragments), sự tạo nối hydrogen liên phân tử và sự hút 
lưỡng cực. Khi có ba điểm tương tác xảy ra, sẽ tạo nên một phức xuyên lập 
thể phân giữa pha tĩnh và chất thủ tính. Khi có ba điểm tương tác xảy ra, sẽ 
tạo nên một phức xuyên lập thể phân giữa pha tĩnh và chất thủ tính. Phức chất 
này được thành lập một cách thoáng qua, tạm thời và thuận nghịch. 


- Khả năng tách hai đối phân của pha tĩnh dựa vào sự khác biệt về năng 
lượng của cặp đối phân đối với pha fnh. Đối phân nào có những tương tác 
vừa khớp với pha tĩnh sẽ bị pha tĩnh giữ lại trong cột mạnh hơn, vì thế sẽ ra 
khỏi cột chậm so với đối phân kia. Thí dụ pha nh đã giữ mạnh đối phân 
(R)-ibuprofen như minh họa trong hình 16. | 
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Pha tĩnh Pirkle có sẵn nhiều vị trí có thể tạo tương tác với chất tan, nên 
cũng được sử dụng để tách các hỗn hợp hai đối phân của: alcol, diol của hợp 
chất thơm đa vòng, amino acid, hydroxyacid, diacylglycerol, các hợp chất dị 


vòng thủ tính... 
CHạ 
: XC—N (R)-Ibuprofen 
“ii ĐỘ 
27Ñ\_: zÐ ỌR 
— . 22.79 0S0 0P CH VU 
(Ghi chú : Quan sát tìm VỊ trí O›N : 1H "= 





St bệp uựNTCŠ 
tương tác thứ tư) H x¬a 


Hình 16: Có ít nhất ba vị trí lương tác giữa pha tĩnh Pirkle và 
dẫn xuất amid của hợp chất (R)-ihuprofen 


e Cột protein cố định 


Pha nh thủ tính vẫn là chất nền silica gel. Người ta cố định 
mmobilised) các hợp chất peptid-thiên nhiên-thủ tính, thí dụ như bovin 
serum albumin, acid Œ¡-gÌyCoprotein, ovomucoid, chymotrypsin... lên chất 
nền silica gel, ngang qua một dây hydrocarbon trung gian (spacer). 


2.2. Alumina 


Alumina là oxiđ aluminium Al;O;›, được điều chế với qui trình tương tự 
như silica gel nhưng trên nguyên liệu là hydroxid aluminium, hơn thế nữa có 
thể điều chỉnh độ pH của dung dịch phản ứng để sản xuất ra hạt alumina với 
bề mặt có tính acid, tính kiểm hay trung tính. Nhiệt độ lúc hoạt hóa trong quá 
trình điều chế là đặc điểm khác nhau giữa alumina với silica gel. Muốn có 
alumina hoạt tính mạnh, cần phải đun nồng alumina ở 400-450°C trong 
12-16 giờ. Muốn làm giảm hoạt alumina, thêm nước vào. 


Tương tự như silica gel, hoạt độ của alumina được đo bởi số 
Brockmann. Alumina hoạt độ I: đun nóng alumina ở 400-450°C trong 12-16 
giờ. Alumina hoạt độ II khi thêm 3% nước vào alumina hoạt độ I; thêm 6% 
thành hoạt độ II; thêm 10% thành hoạt độ IV; thêm 15% thành hoạt độ V. 
(Xem thêm chương sắc ký lớp mỏng để biết cách thử để biết hoạt độ của pha 
tĩnh). 
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Để làm nguyên liệu cho pha tĩnh, người ta thường sử dụng alumina 
_ trung tính, có hoặc không trộn thêm chất kết dính. 


Bê mặt của alumina có thể tạo ra nhiều kiểu tương tác khác nhau giữa 
pha tính với chất tan. Thứ nhất, chung quanh AI” là một vùng dương điện 
mạnh nên có thể gây ra sự tương tác với các hợp chất nào có kh năng phân 
1y mạnh (polarisable), nên alumina' được dùng hơn so với silica như là pha 
tĩnh để tách hỗn hợp gồm các hợp chất thơm và các alcen. Các alcen có khả 
năng phân ly mạnh hơn hợp chất thơm nên alumina tương tác mạnh với alcen 
nên giữ alcen trong cột lâu hơn. Thứ nhì, các vị trí mang tính kiểm như O? sẽ 
cho tương tác với hợp chất có thể cho prơton. 

_ —: đm 8T ân 8n 8s 


® 
SN k9 q3 % Chu kêE 


Một phần của cấu trúcalumimna Alệt Alt+t  Aið‡ 
“ N⁄ N/ X 
Alumina là chất hấp thu mạnh và có thể hoạt động như ion lưỡng cực, 
tuỳ theo tính chất của dung môi giải ly và bề mặt của hạt alumina. Thí dụ 
alumina kiểm thường được sử dụng để tách các hợp chất có tính kiểm như các 
hợp chất alcaloid. Alumina trung tính thường sử dụng nhiều hơn, để tách 
những hợp chất tương đối không phân cực, thí dụ các steroid: Alumina acid 
thường được sử dụng để tách các hợp chất có tính acid thí dụ các acid 
carboxilic. | | | 
Các hợp chất có tính kiểm, nhạy cảm với tính kiểm, có khuynh hướng 
giảm cấp trong quá trình sắc ký cột sử dụng alumin. Từ lâu, alumin không 
còn được sử dụng một cách thường xuyên. Alumin tính acid có thể Bây ra sự 
khử nước các hợp chất alco] tam cấp, alumina tính base có thể 8âầy ra sự thủy 


2.3. Kieselguhr - Celite 


Kieselguhr và Celite là loại đất Sết diatomit. Nguyên liệu này có các lỗ 
rông lớn, diện tích bể mặt lớn và có tính hấp thu rất yếu. Khả năng hấp thu 
còn có thể giảm hơn nữa bằng cách cho tác dụng với dung dịch HC] 3%, rửa 
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cho sạch clor và sấy khô ở 80°C. Với. các tính chất trên, nó được sử dụng làm 
pha tĩnh trong sắc ký phân chia. 


Nếu được sử dụng cho sắc ký lớp mỏng, nó thường được trộn thêm 
khoảng 15% (w/w) chất kết dính. : 


2.4. Bột giấy 


Với sắc ký giấy, thật tiện lợi khi sử dụng tờ giấy lọc để làm pha tĩnh, 
nhưng việc sử dụng trực tiếp có nhiều nhược điểm. Trong giấy, cellulose ở 
dạng những sợi dài nằm song song kê nhau một cách tự nhiên, và một hệ 
thống mạng như thế chắc chắn sẽ có các lỗ hỗng. Khi dung môi giải ly dì 
chuyển (mang theo các chất tan, solute) dọc theo bề mặt của sợi, các lỗ rỗng 
HN, sẽ được dịp phủ đầy tụng môi, và các chất tan sẽ có dịp khuếch tán vào 
lỗ rỗng này, khiến cho vết của chất tan càng lúc càng to dẫn so với vết chấm 
tại mức xuất phát ban đầu. Còn nếu sợi cellulose được nén quá chặt, dòng 
chảy rất khó di tử 


Một phần của x3 xv# 
cấu trúc cellulose ~th‡o Sfo 


H : 
CI-CH;CH;ạ- NmC : _ | @ -C:H; Đà, Dietylaminoetyl . 
CeliuloseOH —————————_`C,H„ *° Vốn Hộ VI HÀ) AM vG H,SSe° cellulose (DEAE) 


CI-CHz-COON : : —___ Carboxyrmetyl cellul 
Cellulose-OH “cớ Cellulose-O-CHa C Na ° xu : cellulose 
O 


Hình 17: Cấu trúc hóa học của cetlulose và các loại dẫn xuất của cellulose 
làm pha tĩnh trong sắc ký trao đổi ion (anion hoặc cation) 


Ngược lại, nếu pha tĩnh được làm bằng bột giấy, các hạt bột giấy 
nhuyễn mịn và có cùng kích thước sẽ tạo nên pha tĩnh đồng nhất nên pha 


động di chuyển dễ dàng hơn và chất tan sẽ không lan rộng trên bề mặt của 
nha fĩnh. 


Trên bề mặt của &eiiiiisiE có các phân tử nước, là do ølucopyranose 
cua cellulose tạo nối hydrogen với các phân tử nước, vì thế quá trình tách các 
chất xảy ra theo cơ chế sắc ký phân chia. Pha tĩnh là cellulose được sử dụng 
để tách các chất ưa nước thí dụ như các amino acid, đường... 
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Nhiều loại dẫn xuất của cellulose đã được sản xuất để phục vụ loại sắc 
ký trao đổi ion. 
® Dietylaminoetyl cellulose (DEAE), chất trao đổi anion: khi cellulose 
tác dụng với hydroclorur 2-cloro-I-dietylaminoetyl tạo thành dẫn xuất 
dictylaminoetyl cellulose, gọi tắt là DEAE. Resin DEAE mang điện tích 
dương, là chất trao đổi anion mạnh, được sử dụng làm pha tĩnh trong sắc ký 
trao đổi anion. Các hợp chất nào có mang điện tích âm sẽ bị resin này bắt giữ 
lại trong cột, còn những loại phân tử khác không mang điện tích hoặc mang 
điện tích đương, sẽ đi ngang qua resin một cách bình thường và ra khỏi cột. 
Sau khi loại bỏ hết tất cả các hợp chất không mang điện tích hoặc mang điện 
tích dương, người ta thay đổi điều kiện giải ly để giải phớhg hợp chất mang 
điện tích âm ra khỏi cột, để cô lập riêng hợp chất này (Trình bày chi tiết ở 
chương sắc ký trao đổi ion). _ _ 
® Carboxymetyl cellulose (CM), chất trao đổi cation: Khi cho cellulose 
tác dụng với acid monocloroacetic sẽ tạo thành dẫn xuất carboxymetylÌ 
ccllulose, gọi tắt là CM. Resin CM mang điện tích âm, là chất trao đổi cation 
yếu, được sử dụng làm pha tĩnh trong sắc ký trao đổi cation. Các hợp chất có 
mang điện tích dương sẽ bị resin này bắt giữ lại trong cột. 
2.5. Gel 
_ Gel là tên gọi chung cho các loại pha tĩnh được điều chế từ tinh bột, 
agar (polysaccarid) hoặc polyacrylamid, trong đó các chuỗi dây dài được nối 
mạng ngang để tạo thành mạng không gian ba chiều. Gel thường được sử 
dụng trong sắc ký cột hoặc điện di (electrophoresis). Nhiều nhà sản xuất đã 
đưa ra các sản phẩm thương mại với tên gọi khác nhau. - 
2.5.1. Polyacrylamid (Gel Bio-Gel loại P) 
Nhà sản xuất Bio-Rad có sản xuất loại gel polyarylamid đặt tên là 
Bio-Gel P. : 
Polyacrylamid là loại polymer tổng hợp, là những hạt hình cầu, được 
chế tạo từ acrylamid (CH;=CH-CONH;) với N,N-metylenbisacrylamid. Có 
thể điều chỉnh kích thước của lỗ rông lớn nhỏ khác nhau bằng cách thay đổi tỉ 


175 


CHƯƠNG 3 





lệ của hai cấu phần monomer nêu trên. Hạt gel có kích thước trung bình 45- 
180 tum. 


Bảng 4: Các loại x..su Bio-Gel. 





Gel tương đối trơ, nhưng kém bên so với Sephadex, trong môi trường 
kiểm mạnh các nối amid sẽ bị thủy giải thành acid carboxyhc. Giống như gel 
dextran, gel polyacrylamid có tính chất ái nước cực mạnh (hydrophilic). Hạt 
gel trương nở trong nước (bảng 4) và pha động hầu như luôn luôn là nước. Để 
g1a tăng thêm khả năng hòa tan mẫu, có thể cho thêm etanol hoặc immetanol 
(thêm đến 20% v/v). 


Loại tương tác trong sắc ký này có liên quan đến nối hydrogen. Loại 
sắc ký này được sử dụng để tách các bợpc chất carbohydrat, peptid, tanin.... 


HạN, ,O 


—) 
H H _ HN .O 
Zr"› Hồ) (bi tớ: _ VN P 
0o † Ó ' O ko 
Acrylamid : h ' HạN 


N,M'-metylenbisacrylamid : oHN HẠN 
_HạN./2 HN 


-¬~*‡~“ 
HạN  o 


Hình 18: Một phần cấu trúc của gel polyacrylamid 
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2.5.2. Gel dextran 

Hãng sản xuất Pharmacia, Thụy Điển, đã sản xuất loại gel dextran có 
tên thương mại là Sephadex G. Gel dextran là polyglucose trong đó các đơn 
vị glucose nối với nhau bằng nối œ-1,6 tạo thành dây đài (gọi là dextran); các 
dây đài này được nối mạng ngang bởi epiclorohydrin, tạo thành polymer rắn, 
không tan trong nước. Nếu thay đối tỉ lệ của dextran và epIclorohydrin có thể 
điều chế ra nhiều loại gel Sephadex có lỗ rông lớn nhỏ khác nhau, rất thích 
hợp để làm pha tĩnh cho sắc ký lọc gel. 


Gel Sephadex không tan trong nước, bên với tất cả các loại dung môi 
hữu cơ (tuy có trương nở nhẹ trong dung môi hữu cơ kém phân cực), với nước, 
nước muối, dung dịch acid hoặc kiểm trong khoảng pH = 2 -12. Trong môi 
trường acid mạnh, các nối glycosid có thể bị thủy giải. Một ưu điểm nữa là 
cột nhồi sắc ký có thể sử dụng nhiều lần mà không cần phải tái tạo lại gel. 
Nhược điểm của gel đã trương nở là có thể bị những vi sinh vật tấn công làm 
hư hại. : 


Loại gel polysaccarid bền với tất cả các loại dung môi ngoại trừ acid 
mạnh có thể làm thủy giải nối glycosid. Ngoài việc gel trương nở trong nước, 
øel cũng có thể trương nở trong dung môi hữu cơ như dimetylformamid 
(DMF), dimetylsulfoxid (DMSO), etylen glycol, hỗn hợp nước-metanol. 


Bảng 5: Các loại gel Sephadex loại G. 


Gel thích hợp để tách các hợp chất có 
Sephadex trọng lượng phân tử (đơn vị C) 


G-50 - | : 
[LH-20 |I00-40pp —— —Ị ——--———— 


Trong gel Sephadex loại G, các con số ghi phía sau chữ G biểu diễn số 
lượng nước mà gel khô sẽ hút để trương nở. Thí dụ: Sephadex G-15 nghĩa là 
Lg gel khô sẽ cần 3 ml nước để trương nở. Các loại gel và khả năng hút nước 
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được trình bày trong bảng 5. _ 

Các loại gel có độ tạo mạng ngang lớn (nên có lỗ rỗng nhỏ) như 
Sephadex G-10 và G-15 rất thường được dùng để tách những hợp chất tự 
nhiên. Gel trương nở rất phù hợp để tách những hợp chất tự nhiên tan trong 
nước như carbohydrat hoặc các peptid đây ngắn. Cơ chế chủ yếu để tách các 
hợp chất là theo kiểu sắc ký lọc gel. 

Các nghiên cứu trên loại gel Sephadex cho thấy quá trình sắc ký có thể 
xảy ra theo ba loại cơ chế. 

% Theo cơ chế sắc ký phân chia khi nạp gel trương nổ vào cột và giải ly 
bởi hỗn hợp dung môi. Nên sử dụng hỗn hợp dung môi phân cực và không 
phân cực. | 

% Theo cơ chế sắc ký hấp thu khi hỗn hợp chất cần tách có chứa các 
hợp chất phenol và dị vòng. Gel Sephadex có ái lực một cách bất thường đối 
với các hợp chất phenol và dị vòng nên giữ chặt các loại hợp chất này trong 
cột hơn so với các loại hợp chất khác. 


% Theo cơ chế sắc ký lọc gel khi nạp gel trương nở vào cột và giải ly 
bởi một loại dung môi. 


HQ Ô Òo 
: ~X 00H Họ 
HQ7Ồ HOOS “MØ 
HO _O 
~0 ' 


-” 


Hình 19: Cấu trúc hóa học của gel Sephadex G 
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a) Sephadex LH-20 
Gel Sephadex LH-20 chính là Sephadex G-25 trong đó các nhóm —OH 
được biến đổi thành hydroxypropyl eter. Việc điểu chế dẫn xuất này giúp 
cho gel có thêm tính thân dầu (Hpophilicity) bên cạnh tính ái nước 
(hydrophilicity) sẵn có. " 


œ®- 


Ì 
: so 0 
Một phần của gel 


h:o ; O R-O 
Sephadex LH-20 _ R‹Q 2⁄4 Ô 2 
—_ - =0 OH 
: Z7 t⁄x-<7 R-O 
(với R = —CH;CH;CH;OH) _O R.O— 

h R-O O R-O 


Bên cạnh việc gel trương nở trong nước, gel có thể trương nở trong 
dung môi hữu cơ có tính phân cực như dimetylsulfoxid, pyndin, 
dinetylformamid, metanol, tetrahydrofuran... (trong dung môi hữu cơ, gel nở 
khoảng gấp 4 lần thể tích lúc khô). 


Gel LH-20 tách các hợp chất theo trọng lượng phân tử với những hợp 
chất có trọng lượng phân tử khoảng 100 - 4.000 dalton. Những. hợp chất có 
trọng lượng phân tử khoảng 4.000 dalton, thường không bị gel giữ lại trong 
cột, nên ra khỏi cột ở thể tích chết của cột (void volume). - 


zCH n Cấu trúc hoá học của một số clorophyl 
HạC _ 
Clorophyl a Clorophyl b Clorophyl c I 
Rị =CH; R¡ =CHO RÑ¡ =COO-CH; 
ve R; =C;H; R¿ =C,H; R; = =CH=CH;, 
HạC 


Rạ=Phyyl Rạ = Phyty] RÑ; = Phyty] 


Trong hóa học các hợp chất tự nhiên, các loại cao chiết từ cây cỏ 
thường chứa nhiều tạp chất, thường nhất là các diệp lục tố (clorophyl a,b.... - 
Các hợp chất này gây nhiễu khó khăn cho quá trình cô lập tỉnh sạch các hợp 
chất hữu cơ. Các clorophyl thường có trọng lượng phân tử tương đối lớn hơn 
nhiều so với phần lớn những hợp chất hữu cơ thông thường hay gặp trong cây 
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có (clorophyl a, CasH;yMgNAO‹s, M = 893,51; clorophy] b, CssH›oMgNQ,, 
M = 07.49) nên nếu muốn loại bỏ các hợp chất này, người ta thường sử dụng 
Gel LH-20. 
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Nạp gel LH-20 trương nở vào cột, nạp mẫu cân tách lên đầu cột, giải ly 
bởi một loại dung môi. Clorophyl và nhữn g hợp chất có trọng lượng phân tử 
lớn, ra khỏi cột trước, các hợp chất hữu cơ ra sau. 


b) Gel Sephadex sắc ký trao đổi ion 


Gel Sephadex sắc ký trao đổi ion là gel dextran trong đó các nhóm — 
OH được biến đổi thành eter —OR với R là các nhóm chức mang điện tích 
dương hoặc âm. Một vài loại øel Sephadex sắc ký trao đổi ion được trình bày 
trong bảng 6. 


Bảng 6: Một số loại gel thương mại Gel Sephadex sắc ký trao đổi ion. 











Ñ T Khả năng trao đổi | 
en + - -] 
= cá mmoi H ` (OH ).g” 
Sephadex-SP 23 1 
Sephadex-CM 45 - 
Sephadex-QAE | Base | DiebyE(2- 


hydroxypropyl]) 
aminoetv] _ 


Sephadex-DEAE _— 


Agarose-DEAE Base yếu | Diet laminoet Ỉ 


Pưweee Acid yếu | Carboxymetvì 


Sephacel-DEAE | Base yếu Dietylaminoetyl 
trên cellulose 


3. SẮC KÝ CỘT HỞ (OPEN-COLUMN CHROMATOGRAPHY) 


Sắc ký cột hở được tiến hành ở điều kiện áp suất khí quyển. Pha tĩnh 
thường là những hạt có kích thước tương đối lớn (50-150 Hm), được nạp trong 
một cột bằng thủy tính. Mẫu chất cần phân tách được đặt ở phần trên đầu cột, 
phía trên pha tĩnh (có một lớp bông thủy tinh che chở để lớp mặt không bị 
xáo trộn), bình chứa dung môi giải ly được đặt phía trên cao. Dung môi giải 
ly ra khỏi cột ở phần bên dưới cột, được hứng vào những lọ nhỏ đặt ngay ống 
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dẫn ra của cột. Hệ thống như thế thường làm cho sự tách chậm, hiệu quả thấp 
sO với sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). Tuy vậy, sắc ký cột hở cũng có ưu 
điểm như pha tĩnh và các dụng cụ thí nghiệm rẻ tiễn, dễ kiếm; có thể triển 
khai với một lượng lớn mẫu chất. 


3.1. Lựa chọn chất hấp thu và dung môi để khởi đầu giải ly 


Trong loại sắc ký cột với pha fĩnh là silica gel loại thường, hợp chất 
không phân cực được giải ly khỏi cột trước, hợp chất phân cực được giải ly 
sau, _ 


phân tử nhỏ. 
Các loại hợp chất có tính phần cực tăng dần được trình bày trong 
bảng 7. _ | 


Bảng 7: Các loại hợp chất có tính phân cực tăng dân. 

Loại hơp chất Thứ tự giải ly ra khỏi côt 
Hydrocarbon _— Nhanh, với dung môi không phân cực 
Alcen _ 4 

Eter 

Halocarbon R-X 
Hợp chất thơm 
Ceton 

Aldehyd 

Ester 

AIlcol 

Amim 

Acid carboxylic 
Các hợp chất kiểm mạnh Chậm nhất, cần dung môi phân cực 


Thứ tự giải ly 
ra khỏi cột 


ma. .... 
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3.1.1. Chọn chất hấp thu để nhồi cột 


Chọn một cách độc đoán tùy thuộc vào tính phân cực của mẫu chất cần 
phân tích. Với những hợp chất rất phân cực, nên sử dụng sắc ký trao đổi ion 
hoặc sắc ký lọc gel. Còn bình thường thì sử dụng sắc ký hấp thu. 


3.1.2. Chọn dung môi bắt đầu cho quá trình sắc ký cột 


Trước khi triển khai sắc ký cột, nhất thiết phải sử dụng sắc ký lớp mỏng 
để dò tìm hệ dung môi giải ly cho phù hợp, với các bước tuần tự như sau: 


e Bước 1: Mẫu cần sắc ký được hòa tan hoàn toàn trong dung môi phù 
hợp, với nồng độ 10 mg/ml, gọi là dung dịch mẫu (A). 


e Bước 2: Chuẩn bị 4-6 tấm bản mỏng 2,5 x 10 cm. Chấm lên những 
tấm bản này, mỗi tấm một chấm khoảng 2 -5uÒl dung dịch (A). 


e Bước 3: Mỗi bản mỏng được triển khai với một loại dung môi dung ly 
khác nhau, kế đó hiện hình các vết trên bản bằng đèn UV hoặc bằng các 
thuốc thử. Với đơn dung môi sẽ dễ dàng thấy được dung môi nào là phù hợp. 
Từ kết quả đó, cố gắng tìm một hỗn hợp dung môi, trong đó một dung môi 
kém phân cực và một dung môi phân cực, thí dụ eter dầu hỏa: etyl acetat. - 


e Bước 4: 


*% Với hỗn hợp mẫu chất là kết quả của một phản ứng tổng hợp hữu cơ 
(hỗn hợp chứa 2 - 3 hợp chất), hãy chọn hệ dung môi nào mà có thể đẩy hợp 
chất cần quan tâm lên ở vị trí trên bản với Rf = 0,2 - 0,3. 


*% Đối với mẫu cao thô chiết xuất từ cây có (cao có chứa nhiều hợp 
chất từ không phân cực đến rất phân cực), chọn dung môi giải ly đâu tiên là 
dung môi có thể đẩy vết ít phân cực nhất của cao chiết, lên vị trí ở bản với 
Rf = 0,5 và chọn dung môi chấm dứt sắc ký cột là dung môi có thể đẩy vếf 
phân cực nhất của cao chiết, lên vị trí ở bản với Rf = 0,2. 


Sau khi chọn được hệ dung môi phù hợp, có thể áp dụng hệ dung môi 
này cho sắc ký cột. Giải ly trước tiên bằng dung môi không phân cực và tăng 
dần tính phân cực cho dung môi giải ly. 
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Luu ý: 
%X Phải sử dụng pha tĩnh của sắc ký lớp mỏng và của sắc ký cột giống 
nhau. 


% Dung môi để giải ly cột là hệ dung môi đã chọn trong phần thực 
nghiệm nêu trên, nhưng phải chỉnh tỉ lệ dung môi sao cho có tính kém phân 
cực một Ít so với hệ dung môi đã chọn. Bởi vì chất hấp thu, thí dụ silica gel, 
tráng trên bản mỏng là loại silica gel dùng cho sắc ký lớp mỏng, với cỡ hạt 
nhuyễn mịn, lại được phun xịt tráng lên bản bằng áp lực lớn nên có độ chặt 
chẽ lớn. Trong khi đó chất hấp thu do nghiên cứu viên tự nạp cột trong phòng 
thí nghiệm là loại silica gel dùng cho sắc ký cột, với cỡ hạt lớn hơn, lại được 
nạp vào cột ở áp suất thường, nên có tính lồng lẻo hơn. 


So sánh độ chặt chẽ 
của cột sắc ký nạp chất 
hấp thu với cỡ hạt có 
kích cỡ khác nhau 





Cột nạp với silica gel hạt to Cột nạp với silica gel hạt mịn hơn 


3.2. Tỉ lệ giữa lượng mẫu chất cần tách đối với kích thước cột 


Sắc ký cột hở là sắc ký mà chất hấp thu được nhổi trong một cột bằng 
thủy tỉnh. Kích cỡ của cột tùy thuộc vào số lượng mẫu chất cần phân tách. 
Cột nhỏ nhất có thể tích chỉ vài mì với đường kính cột vài mm, chiều dài cột 
vài cm, trong khi một cột lớn nhất có đường kính cột vài cm và chiều dài cột 
đài tương ứng. _ 

Muốn tách chất được tốt, các kết quả thực nghiệm cho thấy có mối liên 
quan giữa lượng mẫu chất cân tách đối với kích thước cột, với hai điều sau đây: 

3.2.1. Tỉ lệ giữa lượng mẫu cần tách và lượng chất hấp thu sử 

dụng | 

Các khảo sát thực nghiệm cho thấy muốn tách chất tốt thì trọng lượng 
chất hấp thu phải lớn hơn 25 - 50 lần trọng lượng của mẫu cần sắc ký (tính 
_ theo trọng lượng). Tuy nhiên, với những hỗn hợp các hợp chất khó tách TiÊng 
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_ cần sử dụng số lượng chất hấp thu nhiễu hơn (lớn hơn 100-200 lần), còn 
¡ các hỗn hợp dễ tách thì có thể sử dụng lượng chất hấp thu ít hơn. 


Vì thế trước khi tiến hành sắc ký, phải dự đoán trước rằng với một 
lượng mẫu chất muốn tách (x gam) phải cần bao nhiêu lượng chất hấp thu, _ 
sao cho chất hấp thu chiếm một chiểu cao phù hợp trong cột mà cột vẫn còn 
chỗ để chứa dung môi. Với lượng chất hấp thu cụ thể, phải đi tìm một cột sắc - 
ký với kích thước phù hợp. 


3.2.2. TỈ lệ giữa chiều cao chất hấp thu trong cột và đường kính 
trong của cột sắc ký 
Các khảo sát thực nghiệm cũng cho thấy muốn tách chất tốt, chiều cao 
của chất hấp thu nạp trong cột cần đạt tỉ lệ: chiều cao chất hấp thu : đường 
kính trong của cột vào khoảng (10 : 1) như mô tả trong hình 20. | 
Muốn biết lượng chất hấp thư có phù hợp với cột thì cho chất hấp thu 
khô vào cột để quan sát. 






chất hấp thu 
nạp trong cột 


Kết quả thực nghiệm đỂ tách chất tốt 


Chiều cao của chất hấp thu trong cột _ §- 10. 


siM St. kính trong của cột T 
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Hình 20: So sánh chiểu cao chất hấp thu trong cột với đường kính trong của cột 


184 


SẮC KÝ CỘT 
—————_______ SÂU KÝCỘT 
3.3. Nạp chất hấp thuvào cột - 

Muốn tách riêng các hợp chất trong hỗn hợp một cách có hiệu quả, chất 

-hấp thu phải được nạp trong cột một cách đồng nhất để hạn chế những dãy 
xéo, bất thường. _ 

Kích cỡ hạt giữ vai trò quan trọng: trong sắc ký cột hở, dung môi chảy 
ra khỏi cột nhờ trọng lực, cho nên nếu sử dụng hạt hấp thu có cỡ hạt quá mịn, - 
cột sẽ quá chặt chẽ, dung môi không thể chảy ra khỏi cột. Để có thể có một 
vận tốc chảy chấp nhận được, kích cỡ hạt chất hấp thu phải > 150 um. 

Có hai kiểu nạp chất hấp thu vào cột: nạp sệt và nạp khô. 

3.3.1. Nạp chất hấp thu đạng sệt vào cột _ 

Dùng kẹp để giữ cho cột thẳng đứng trên giá. Nếu phần đầu ra của cột 
không có miếng thủy tinh xốp để chặn thì có thể dùng một bông thủy tinh để 
chặn, tiếp theo phủ cát lên để có được một mặt bằng phẳng. 

Chất hấp thu được nạp vào cột ở dạng sệt, được chuẩn bị như sau: 

__` Rót dung dịch sệt (gồm chất 


hấp thu và dung môi) vào đầu 
cột ngang qua một phếu có đuôi dài 






` Thanh cao su khỏ nhẹ lên thành cột 


Hình 21: Thực hiện Sự nạp cột sệt 


Chất hấp thu đang 
lắng xuống đáy cột 


| : -\ Dung môi liên tục chảy ra khỏi cột 
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% Trong một becher đã có chứa sẵn dung môi (dung môi là loại dung 
môi ít phân cực nhất được dùng để bắt đầu cho quá trình giải ly cột), cho chất 
hấp thu vào becher, đều đặn, mỗi lần một lượng nhỏ, vừa rót vừa khuấy nhẹ 
đều. 7 ý không được thực hiện ngược lại nghĩa là rót dung môi vào chất 
hấp thu bởi vì chất hấp thu gặp dung môi sẽ phát nhiệt, có thể làm chất hấp 
thu vón cục, sẽ không đồng nhất. 


Lượng dung môi sử dụng phải vừa đủ để hỗn hợp không được quá sệt 
khiến cho bọt khí sẽ bị bắt giữ trong cột và cũng không được quá lỏng. 


% Nhờ một phu lọc có đuôi dài, đặ: trên đầu cột, rót hỗn hợp sệt vào 
cột, vừa mở nhẹ khóa ở bên dưới cột để cho dung môi chảy ra, hứng vào một 
becher trống để ở bên đưới cột, dung môi này được sử dụng lại để rót trả lại 
lên đầu cột. 


* Tiếp tục rót chất sệt vào cột cho đến khi hết số lượng, vừa rót vừa 
dùng một thanh cao su khỏ nhẹ vào bên ngoài thành cột để chất hấp thu nén 
đều trong cột. 


% Sau khi nạp xong, cho dung môi chảy ra và rót trở lại đầu cột vài ba 
lần để việc nạp cột được chặt chẽ, cho đến khi thấy chất hấp thu trong cột có 
dạng đồng nhất. 


Lưu ý trong quá trình nạp cột, dưng môi vẫn liên tục chảy nhẹ đêu ra 
khỏi cột hứng, lượng dung môi này được sử dụng lại để rót trả lại lên đầu cột. 
Không được để cho đầu cột bị khô, nghĩa là luôn luôn phải có dung môi phủ 
trên phần đầu cột. 


% Sau khi nạp xong, mặt thoáng chất hấp thu ở đâu cột phải nằm 
ngang. Nếu mặt thoáng không nằm ngang, phải cho dung môi thêm cao lên 


trên phần đầu cột, dùng đũa thủy tinh khuấy đão nhẹ phần dung môi gần sát " 


miát thoáng, làm xáo một phân chất hấp thu ở trên đầu cột, để yên, chất hấp 
thu lắng xuống từ từ tạo nên một mặt thoáng bằng nhẳ¬~. 

Tê che ke cam seerree tt tre se eie—“: chất hấp thu trong sắc ký lọc 
€1 va trao đôi ion), cân có thời gian để gel trương nở. Thường người ta thêm 


đủ lượng dung môi để làm thành hỗn hợp sệt và để yên suốt một đêm, hôm 
sau thêm dung môi vào để hỗn hợp sệt có thể rót chảy, để rót vào cột. 
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3.3.2. Nạp chất hấp thu dạng khô vào cột 


Dùng kẹp để giữ cho cột thẳng đứng trên giá, cho dung môi loại kém 
phân cực nhất có thể vào khoảng hai phân ba chiều cao cột. Ngang qua một 
phếu lọc có đuôi dài, cho chất hấp thu ở đạng bột khô vào thẳng trong cột, 
đều đặn, mỗi lân một lượng nhỏ, vừa cho vào vừa khỏ nhẹ thành cột. Khi lớp 
chất hấp thu đạt được chiều cao khoảng 2 cm trong cột, thì mở nhẹ khóa ở 
bên dưới cột để cho dung môi chẩy ra, hứng vào một becher trống để ở bên 
dưới cột, dung môi này được sử dụng lại để rót trả lại lên đâu cột. 

Sau khi nạp xong, cho dung môi chảy qua chất hấp thu vài lần đến khi 
thấy chất hấp thu trong cột có dạng đồng nhất. 


Cả hai cách nhổi cột đều cho kết quả tốt nếu thực hiện việc nạp cột một 
cách cẩn thận. Trong trường hợp sau khi nạp xong, quan sát thấy có nhiều bọt 
khí, có những “bất thường” trong cột thì phải xả hết cột và nạp lại từ đâu. 

3.4. Đặt mẫu chất cần tách lên đầu cột sắc ký 

3.4.1. Nạp mẫu chất ở dạng dung dịch 

Nếu mẫu ở dạng lỏng, có thể cho trực tiếp mẫu lên đầu cột sắc ký. Nếu ˆ 
mẫu ở dạng rắn, hòa tan mẫu chất vào một lượng nhỏ dung môi, loại dung 
môi khởi đầu cho sắc ký cột. | 

Dung dịch mẫu có nỗng độ càng đậm đặc càng tốt, vì như thế iớp dụng 
dịch này nằm thành một lớp mỏng trên đầu cột. Có thể ấp dụng tính toán cụ 
thể như sau: thể tích dung môi V= 0,4 x DỶ với D là đường kính trong của cột 
tính bằng mm; V tính bằng mi. 

Thực hiện việc nạp mẫu lên đầu cột như sau. 

_ Mở khoá cho dung môi chảy ra khỏi cột, để hạ mức dung môi trong 
cột xuống sao cho vừa sát với mặt thoáng của chất hấp thu trong cột. Äữi 
thoáng của chất hấp thụ lúc này phải nằm ngang đầu. 

% Đóng khoá lại, nạp dung dịch mẫu vào đầu cột. Muốn nạp mẫu, sử 
dụng một pipette để hút dung dịch mẫu chất, đặt đâu của Dipette gần sát với 
mặt thoáng của chất hấp thu trong cột, vừa bóp vừa rây pipette đọc quanh 
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thành trong của cột, cho dung dịch chất chấy ra dọc theo thành trong của cột, 
chạm xuống bề mặt của chất hấp thu. 


% Mở khóa bên dưới cho dung môi chảy ra khỏi cột, làm cho dung dịch" 
mẫu được thấm hết vào chất hấp thu trên đầu cột, cần canh chừng không cho - 
chất hấp thu ở đâu cột bị khô. - 


% Dùng pipette cho một lượng nhỗ đưng môi mới lên đầu cột, tranh thủ - 
dùng dung môi này để rửa sạch thành ống mà nãy giờ dung dịch mẫu chất đã 
trây dính trên thành cột. Lại mở khóa, cho dung môi chảy ra. Lặp lại vài lần 
việc rửa thành cột như thế để giúp cho dung dịch mẫu chất thấm sâu vào 
phần chất hấp thu ở phần đâu cột. Lặp lại như thế cho đến khi cho một ít 
dung môi lên đầu cột, dung môi sẽ trong suốt không màu (không bị lây màu 
của chất mẫu). 


*% Cho một lớp cát dây khoảng 3-6 mm đặt nhẹ lên trên mặt thoáng 
của chất hấp thu để bảo vệ mặt cột. Nếu không có cát, có thể sử dụng bông 
thủy tinh, bông gòn, giấy lọc có đường kính vừa bằng với đường kính trong 
của cột. Cẩn thận để không làm xáo trộn bề mặt đang nằm ngay ngắn. 


% Cuối cùng, cho dung môi vào đây cột để bắt đâu quá trình giải ly. 
3.4.2. Nạp mẫu chất ở dạng bột khô 


Nếu mẫu chất không tan trong dung môi loại dung môi lựa chọn để bắt 
đầu quá trình sắc ký cột, vì đây là loại dung môi kém phân cực, thay vì phải 
hoà tan mẫu tRgHệ dung môi phân cực có thể ảnh hưởng vào quá trình giải ly, 
có thể nạp mẫu “khô”. 


Trong một bình cầu dùng để cô quay, mẫu cần sắc ký (X g) được hòa 
tan trong dung môi như etyÌ acetat hoặc metanol (50X g), cho thêm vào silica 
gel cỡ hạt lớn (10 X g). Hỗn hợp này được cô quay chân không đến khi có bội 
silica gel khô, bấy giờ, mẫu cần sắc ký đã được tẩm lên bể mặt của những hạt 
silicagelL 


Đặt mẫu bột khô này lên trên đầu cột, dùng một ít dung môi (loại lựa 
chọn để bắt đầu quá trình sắc ký cột), thấm ướt phần bột silica gel. Cho một 
lớp cát dầy khoảng 3-6 mm đặt nhẹ lên trên mặt thoáng của chất hấp thu để 
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bảo vệ mặt cột. Cuối cùng cho dung môi vào đây cột để bắt đầu quá trình giải 
ly. 
3.5. Các kỹ thuật giải ly chất ra khỏi cột 


Có thể tiến hành giải ly cột nhờ vào trọng lực, hoặc nhờ vào việc cho 
một dòng khí nén nitrogen lên trên đầu cột, hoặc nhờ vào lực hút đặt tại đầu 
ra của cột, hoặc dùng máy bơm để bơm dung môi giải ly đi vào đầu cột với 
những lực mạnh có thể điều chỉnh. 


3.5.1. Nhờ vào trọng lực (trong kỹ thuật sắc ký cổ điển) 


Muốn giải ly cột nhờ vào trọng lực, các hạt gel nạp cột phải có kích 
thước > 60 um. Nếu sử dụng những hạt gel có kích thước nhỏ hơn, dung môi 
ra khỏi cột rất chậm, và cần phải nhờ đến một lực để có thể ra khỏi cột. 


3.5.2. Sử dụng lục đẩy (trong sắc ký chớp nhoáng - flash 
chromatography) 


Nhờ sử dụng một áp lực để đẩy dung môi đi ngang qua pha tĩnh nên 
trong sắc ký chớp nhoáng, có thể sử dụng những hạt gel có kích thước 40 - 63 
Hm, nhỏ hơn loại sử dụng trong sắc ký cột cổ điển. Loại cột dùng cho sắc ký 
chớp nhoáng phải có thành dây, với lớp bao lưới che chắn bên ngoài để tránh 
khi sử dụng áp suất cao, cột có thể bị nổ vỡ. Quan sát cột trước khi sử dụng 
xem có những vết rạn nứt trên thành cột. 

e Có thể sử dụng thiết bị như mô tả trong hình 22: Bình chứa dung môi 
được đặt trên đầu cột. Một dòng khí nén (khí nirogen hoặc không khí) được 
cho vào đầu cột, sẽ đẩy dung môi đi xuyên ngang qua cột nén chặt. | 

s Cũng có thể sử dụng một máy bơm để hút dung môi từ bình chứa rồi 

đẩy vào đầu cột. Đế 

Trong cả hai trường hợp, có thể điều chỉnh tốc độ dòng chảy của dung 
môi nhờ vào niột van điểu chỉnh hoặc điều chỉnh nút của máy bơm. Chỉnh 
dòng chảy tốt nhất ở vận tốc 5cm/phút. : 
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Kiểm soát _. 
vận tết 
dòng chảy 






8S 
# «¬ Không khí 
mm nén hoặc 
—h nitropen 






~... .,9« 


ung mồi 
Dung môi 
Chất hấp thu—— : 


Hình 22: Hai loại dụng cụ giúp đẩy dung môi vào đầu cột cho sắc ký chứp nhoáng 
(flash-chromatography) 


ất hấp thu 


ˆ9%9 s9“ 


3.5.3. Sử dụng lực hút (trong sắc ký nhanh- cột khô) 


Có thể sử dụng một máy bơm hút tạo chân không ở đầu ra của cột. Kỹ 
thuật này cũng cho kết quả tương tự như trên, nhưng việc thu lấy dung môi 
giải ly có phần kém thuận tiện vì phải ngưng tạo chân không, tháo thiết bị để 
rót dung môi ra. Tuy vậy, kỹ thuật này an toàn hơn. 


Ù 


Hình 23: Muốn cho dung môi giải ly đi ngang qua cột, 
có thể cho một lực hút ở đầu ra của cột sắc ký 


lùa ——== Máy bơm hút 


Như vậy, các kỹ thuật sắc ký khác nhau là việc sử dụng kích thước khác 
nhau của hạt gel làm pha tĩnh và việc sử dụng áp lực để giải ly dung môi ra 
khỏcộ - | _ 

- Cột-áp suất thấp, sử dụng cột làm bằng thủy tinh: thường sử dụng hạt 
có kích cỡ 40 -200 im, sử dụng áp suất bình thường của bầu khí quyển. 

- Cột-áp suất trung bình, sử dụng cột làm bằng thủy tỉnh dây: thường sử 
dụng hạt có kích cỡ 25-40 hm; thực hiện ở áp suất 75- 600 psi (tức 5-40 bar). 


190 





SẮC KÝ CỘT 
——————_—_—__._._.... 

- HPLC sử dụng cột làm bằng thép không rỉ: hạt nạp cột có kích cỡ 3- 
1Ô nm; thực hiện ở áp suất 500 -3.000 pSI. 


3.6. Dung môi giải ly và kỹ thuật tă g dần tính phân cực cho dung môi 
giải ly _ 

Những dung môi loại tiêu chuẩn thương phẩm thường có lẫn một ít tạp 
chất, nhất là các dung môi loại hydrocarbon thường chứa nhiều tạp hơn 
những dung môi khác. Chỉ cần dung môi có lẫn một ít tạp chất, thí dụ với 
benzen có lẫn một ít metanol, độ phân cực của dung môi đã thay đổi đáng kể. 
Vì thế cân chưng cất dung môi trước khi sử dụng. 


Cần nên tránh sử dụng một vài dung môi cho silica gel nhất là cho 
alumin dạng acid hoặc base hoặc dạng hoạt tính mạnh. Thí dụ: dung môi 
aceton có thể bị dimer hóa bằng phản ứng aldol hóa để tạo thành điaceton 
alcol. Dung môi etyl acetat hoặc alcol có thể cho phản ứng trans-ester hóa. 
Cuối cùng là những dung môi hoạt tính cao như: pirydin, methanol, nước, 
acid acetic có thể hòa tan và giải ly luôn cả chất hấp thu silica gel. 


Trong sắc ký cột, có khi chỉ cần sử dụng một đơn dung môi là có thể 
giải ly tất cả các chất ra khỏi cột, đôi khi cần đến hỗn hợp dung môi. Nhưng 
thường nhất là trước tiên, dùng dung môi không phân cực để giải ly những 
hợp chất tương đối không phân cực; tiếp đó, dùng dung môi có tính phân cực 
mạnh hơn để giải ly những hợp chất phân cực. | 


Dung môi với lực giải ly tăng dẫn được sắp xếp một cách tương đối như 
trong bảng 8. Bảng còn cho biết thêm một số thông tin về dung môi như nhiệt 
độ sôi, độ nhớt, độ hòa tan trong nước, thuận tiện cho việc thực hành trong 
phòng thí nghiệm. 

Việc sắp xếp các dung môi theo các tác giả có khác nhau chút ít, là do 
-_ mỗi tác giả căn cứ trên nhũ g chỉ số khác nhau. Có thể tham khảo thêm trong 
chương sắc ký lớp mồng. 

Có hai kiểu giải ly: giải ly sử dụng dung môi đơn nồng độ và giải Ìy với 
dung môi có tính phân cực tăng dần. Dung môi có tính phân cực tăng dân 
theo kiểu bậc thang hoặc theo kiểu tăng dân tuyến tính. 
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3.6.1. Giải ly sử dụng dung môi đơn nồng độ (isocratic) _ 
Chỉ sử dụng đơn dung môi hoặc hỗn hợp dung môi nhưng trong hỗn 
hợp tỉ lệ giữa các thành phần không thay đổi, để giải ly cho đến khi việc tách 
chất hoàn tất. | 
3.6.2. Giải ly có nồng độ tăng theo kiểu bậc thang (stepwise) 


. Đôi khi, việc sử dụng một loại dung môi sẽ chỉ giải ly ra khỏi cột một 
số cấu tử nhất định nào đó và một số cấu tử khác có tính phân cực hơn vẫn 
còn nằm ở đầu cột. Nếu muốn đuổi chúng ra khỏi cột, phải dùng một dung 
môi có lực mạnh hơn. Trong quá trình sắc ký, cần thay nhiều loại dung môi 
khác nhau, có lực mạnh tăng dần (độ phân cực tăng dần) để có thể đuổi hết 
các cấu tử khác nhau ra khỏi cột. 


Muốn tăng tính phân cực cho bất kỳ một dung môi nào, nhất thiết phải 
tăng chậm: thêm từ từ mỗi lần vài phân trăm một dung môi mới có tính phân 
cực hơn vào dung môi cũ đang sử dụng. Thí dụ: đang giải ly với hexan, muốn 
chuyển sang benzen, sẽ pha benzen vào hexan theo tỉ lệ 1%, 2%, 3%, 5%, 
. 10%, 50% và 100% benzen... 


Các kết quả nghiên cứu thực nghiệm đã giải thích vì sao lại cho thêm 
dung môi phân cực vào dung môi kém phân cực theo nồng độ không tăng dân 
đều mà lại tăng nhảy vọt như các con số nêu trên, bởi vì người ta nhận thấy 
các dung dịch với nồng độ 1%, 2%, 3%, 5%, 10% có tính phân cực tăng theo 
lượng dung môi phân cực cho thêm vào; trong khi đó các dung dịch 10%, 
15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% lại có tính phân cực tăng lên rất ít, gân như 
tương đương nhau. Do đó, việc giải ly với các dung dịch có nồng độ như thế, 
làm mất thời gian. 


Nếu tăng tính phân cực nhanh, đột ngột sẽ làm gấy cột. Điều này được 
giải thích do alumin hoặc silica gel khi được trộn với bất kỳ một loại dung 
môi nào cũng tạo ra nhiệt, nhiệt này làm cho dung môi bốc hơi một cách cục 
bộ, nơi sinh ra tạo nên bọt khí làm nứt gãy cột. Cột gãy làm mất đi sự liên tục 
của chất hấp thu và vì thế không tách chất tốt được. 
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Bảng 8: Các dung môi thường dùng trong sắc ký cột, được sắp xếp theo 


chỉ số phân cực tăng dân!”. 


———— 





S1... 
- Hằng số " Độ tan 
Nhiệt đọ |_ Hản Chỉsố | Độnhớt Ì trọng nước 






























































Dungmôi | sðiŒC) | Và  Sía |phâneỨ€ | (mNSem2 | (®wm) 
Pentan „ẽ 36 1,80 0,004 | 
Hexan _1,90 
Heptan _— _} 0/0003 
Cyclohexan: 2,0 : 0,01 ¬ 
Tetraclorur carbon 2. 0,08 - 

2,38 2,4 | 0,51 
Benzn _ 30 23 2/7 0,18 
Dietyleter —_ 35 434 | 28 0322 | 6/89 ` 
Diclorometan _ 4i _ 8,9 3/1 0,44 Lˆ sữG....Í 
Dicloroetan 84 | 35 | 079 | 0/81 _ 
lsopropanol §2 3,9 Sắp, 100 - 
n-Butanol 118 
65 100 
n-Propanol 40 | 227 | 100 _ 
Buty] acetat J|_ 125 __ - | 40 | 073 | 043 — 
Cloroform 
7 | 60 | 44 | 045 | 87 —_ 
Metyletylceton | 80 | - | 47 | 045 | 24 
Dioxan 101 | 22 | 48 | 154 | 100 
Aceton 56 | 207 | 51 | 032 | 100 _| 
Metanol  =m=. an xẽm xskE .. 
Etanol 78 | 244 | 52 | 12 | 100 -j| 
Acetonitril 8 | 373 | 58 | 037 | 100 | 
Acid acetic 18 | 62 | 62 | 126 | 10 | 
Dimetylfomamid | 155 | 367 | 64 | 092 | 100D, 
[Dimetylsufoxd | 189 | 47 | 72 | 20 | 100 _- 
Nước | 100 | 785 | 90 | 10 | 100 -| 


` 
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"¬ —-_=.=-=---...-........... 


3.6.3. Giải ly với nồng độ tăng dần tuyến tính (gradient)_ 


.. ĐỂ tạo dung môi giải ly có độ phân cực tăng dân đều, có thể sử dụng 
những thiết bị bán sẵn, hoặc có thể tự chế, như hình 24. 


Sử dụng hai bình A và B thông nhau ở đáy bởi một ống ngắn có van . 
khoá C ở giữa ống để ngăn hai bình. Bình A có đầu ra để dẫn dung môi vào 
đầu cột sắc ký. Bình A được đặt trên một máy khuấy từ, trong bình A có một 
con cá từ. Bình B chứa dung môi có tính phân cực mạnh hơn, thí dụ benzen; ˆ 
Dình A chứa dung môi có tính phân cực yếu hơn, thí dụ hexan. Cho máy 
khuấy từ chạy, mở van khoá C để thông hai bình với nhau, một lượng x ml 
dung môi trong bình B sẽ tràn qua bình A. Tại đây máy khuấy sẽ trộn thành 
hỗn hợp dung môi và một lượng x ml hỗn hợp dung môi ở A sẽ chảy ra, đi 
vào đầu cột sắc ký (nhờ đặc tính của bình thông nhau). Cứ tiếp tục như thế thì 
càng lúc dung môi trong bình A càng có tính phân cực tăng dần đều. 


Bình chứa pha động (B) Bình chứa pha động (A) 
chứa dung môi phân cực chứa dung môi kém phần cực 


"Ỷ”~xm——m==&Ằ= em Gđ Ă “mm Ă mm SN m Q( 6 & &n 






tin ` - vào đâu 
an khoá (C) » cột sắc ký 
Máy khuấy từ 
y Khuay ` 


Hình 24: Mô tả thiết bị bình thông nhau để tạo dung môi tăng dần 
tính phân cực một cách tuyến tính 
3.7. Vận tốc giải ly cột | 
Vận tốc chảy của dung môi giải ly không được quá nhanh (sẽ không 
kịp cân bằng với chất hấp thu) cũng không được quá chậm hoặc bị cho ngừng 
lại một thời gian vì lúc đó các dãy chất tan sẽ khuếch tán hoặc trải đài theo 
mọi hướng (all directions) làm xấu quá trình tách. 
Thường thường trong đa số sắc ký cột, vận tốc giải ly là khoảng 5 - 50 : 
giợi /phút hoặc 1-2 cru/phúi. | 
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3.8. Theo dõi quá trình giải ly cột 

Với các mẫu nguyên liệu ban đầu có màu, quá trình giải ly bằng sắc ký 
cột có thể được theo dõi bằng mắt thường, nhờ nhìn thấy các dãy lớp có màu 
sắc khác nhau, đang tách xa nhau ra. Theo dõi các dãy màu và hứng chúng 
khi được giải ly ra khỏi cột. Nhưng đa số các hợp chất hữu cơ thường không 
màu, nên dung dịch giải ly cũng IEDDE suốt không màu, phải theo dõi bằng 
những cách khác nhau. 

Phương pháp thông dụng nhất là hứng dung dịch giải ly trong những lọ 
(erlen) có đánh số thứ tự, như minh hoạ trong hình 25. Hứng mỗi lọ một thể 
tích như nhau, thường là 50 m1. (Cần lưu ý là phải pha sẵn một lượng khá lớn 
dung môi, từ nửa lít đến vài lít, để giải ly, chớ không nên pha từng lọ 50 ml vì 
sẽ có sai lệch về nồng độ trong mỗi lọ). 


Dung dịch trong những lọ hứng được sẽ được sắc ký lớp mỏng trên 
cùng một bản mỏng. Những lọ nào có kết quả sắc ký lớp mỏng giống nhau 
(giống nhau, nhưng có thể chứa nhiều loại hợp chất, vì là hỗn hợp) sẽ được 
gom chung lại với nhau thành một phân đoạn. Đuổi dung môi ở áp suất kém 
các phân đoạn này sẽ cho cao của phân đoạn đó. 


Đang giải ly cột 
bằng cloroform 


ph. DI 11H HIEIEI . 
[6E] : la Rl Các lọ chứa dung 
Tu | | dịch vừa giải ly 


Tấm sắc ký 

















= lớp mỏng. 
Tư 
® 
Phân đoạn Phân đoan 
`“ kề hề > Tụ | cloroform ^ cloroform B 


Hình 25: Cách theo dõi quá trình sắc ký cột bằng sắc ký lớp mỏng. 
Các lọ có sắc ký lớp mỏng giống nhau được gom lại chung với nhau thành một phân đoạn 
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3.8.1. Khi nào thay đổi dung môi giải ly cột 


Sắc ký cột được khởi đầu bằng loại dung môi nào là do kết quả sắc ký 
lớp mỏng trên cao ban đầu. Thí dụ khởi đầu sắc ký cột bằng eter dầu hỏa, cứ | 
tiếp tục giải ly cho đến khi lọ cuối cùng, hứng dung dịch giải ly ra, đuổi hết 
dung môi ra khỏi lọ này, cân lại không thấy có cặn hoặc còn cặn không đáng 
kể, hoặc đuổi bớt dung môi rồi chấm sắc ký lớp mỏng mà không còn hiện vết 
nữa. Điều này có nghĩa là dung môi cter dầu hoả đã lôi hết ra khỏi cột những 
hợp chất không phân cực trong cao đã nạp ở đầu cội. 

Chú ý: Bắt buộc đuổi bớt dụng môi trước khi chấm sắc ký lớp mỏng, vì 
nếu để nguyên dung dịch trong lọ, dung dịch quá loãng, nên dù có chấm rối 
nhiều lần lên cùng 1 chấm, bản mỏng cũng không hiện vết, nên nghĩ lâm rằng 
đã kéo hết chất ra khỏi cột, dẫn đến quyết định sai. 


Tiếp theo, cần tăng thêm độ phân cực cho dung môi giải ly để tiếp tục 
quá trình sắc ký cột. Lần lượt giải ly từ dung môi không phân cực đến dung 
môi phân cực. 

3.9. Tổng kết quá trình sắc ký cột 

Vừa giải ly cột, vừa phải theo đõi dung dịch giải ly bằng sắc ký lớp 
mỏng để gom thành những phân đoạn. Chỉ ngưng cột khi đã thu được tổng 
lượng cao các phân đoạn bằngˆ70 -80% trọng lượng mẫu đã nạp vào đầu cột. 

Kết quả sắc ký cột phải được trình bày thành bảng tổng kết, tóm tắt 
nhưng đây đủ chỉ tiết, thí dụ như bảng 9, - 

Một số điểm nhận xét từ sự phân tích bảng 9, 


Bảng 9: Kết quả sắc ký cột silica gel trên cao cloroform (17g) của rễ 
cầy Bạch hoa xà. _ 
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š Ũ Ẹ (90:10) | Œ,90 |2vết(b) [dương tính |dương tính HTiếp tục khảo so | 
TU E8 (5050) | — 





————. 


Tiếp tục khảo sát 
168-205 ÌBH6 B 065 đều ị 


B:C (99:1) 
B:C (90:10) 


tớ B:C (50:50) 
Ề 


Œ:EA (99:1) 
391-600 |BH8 PEA C25 
601-850 |BH9 G:EA (50:50 
851-980 ]BH10 —_——M 


Tổng lượng cao thu được: 12,2 ø (hiệu suất 71 7%) 







dương tính | 













' ` Tiếp t c khảo sát - ˆ 
1,80 |2 vết (c) pm 


_—j9 vết (c) lâm tính [dương tính 
4 vết (c) jâm tính  |dương tính 


dương tính 





dương tính 





Ƒ}————_—© “ND -OummmD—. 


Chi chú: F- eter dầu hỏa; B: benzen; C: cloroform; AE: etyl acetat: M: 
_ /mctanoi 
(4): hệ dụng môi sắc ký lớp ;nông là benzen: cloroform (7: 3 ) 
(b): hệ dụng môi sắc ký lớp mỏng là benzen: etyl acetat (8:2 ) 
(c): hệ dung môi sắc ký lớp mỏng là cloroform: metanol (9:1) 


3.9.1. Thứ tự các lọ hứng dung dịch giải ly 

Các lọ được đánh số liên tục cho dù có đổi hệ dung môi giải.ly cật. 
Điều này giúp cho những người đi sau muốn thực hiện trở lại sắc ký sẽ biất 
cần sử dụng loại dung môi với lượng thể tích cần thiết. 

3.9.2. Tên phân đoạn 

_ 1rong một bài thực nghiệm, đôi khi sẽ phải thực hiện nhiều sắc ký cột 

nên cần phải đánh số tên phân đoạn để trong quá trình viết bài sẽ thuận tiện 
khi muốn nhắc đến phần nào của bài. Nên đánh số bằng số 1, 2, 3, 4 5_ 
không nên sử dụng số la mã ], II, H1, IV, V, VL. vì chữ số la mã rất dễ lẫn 
loan, thí dụ như IV và VỊ. Có thể thêm những chữ để tiện việc theo dõi như 
trong bài là chữ BH (ý muốn nói cây Bạch hoa xà). 

3.9.3. Dung môi giải ly cột ` 


Lần lượt giải ly cột từ dung môi không phân cực đến dung môi phân 
cực. Nếu muốn tăng tính phân cực cho một dung môi đang giải ly: thêm từ từ 
- mỗi lần vài phần trăm một dung môi mới có tính phân cực hơn vào dung môi 
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cũ đang sử dụng. Đôi khi, do đã có nhiều kinh nghiệm, thì tùy trường hợpcó - 
thể tăng nhanh. _ _ 


Trong bảng 9, một phân đoạn trình bày trong bảng tổng kết là do khi 
sắc ký lớp mỏng của các lọ có kết quả giống nhau, bất kể rằng lọ đó được giải: 
ly ra khỏi cột bằng hệ dung môi nào. Thí dụ phân đoạn BH7, gồm nhiều hệ 
dung môi giải ly cột khác nhau nhưng vẫn được gom lại chung thành 1 phân - 
đoạn. 


3.9.4. Lượng cao 


Các lọ được gom lại với nhau và thu hồi dung môi bằng máy cô quay 
chân không để tránh sự hư hại của hợp chất bởi nhiệt. Cần chú ý tráng các lọ 
với dung môi để không bị mất chất. Lượng cao có thể được trình bày bằng 
gam hoặc bằng miligam. 


Chỉ ngưng cột khi đã thu được tổng lượng cao các phân đoạn bằng 70- 
80% trọng lượng mẫu đã nạp vào đầu cột. Trong bảng 9, lượng cao thu được 
chiếm khoảng 72%, Người ta thường dùng dung môi metanol để giải ly cột 
cuối cùng để có thể tổng kết phần sắc ký cột, trong khi trên thực tế, cao phân 
đoạn này thường chứa nhiều nhầy nhựa gồm nhiễu chất có tính phân cực 
mạnh; sắc ký lớp mỏng có nhiễu vết; rất khó có thể cô lập được chất tinh 
khiết. _ _ 

3.9.5. Sắc ký lớp mỏng 


HỆ dung môi cho sắc ký lớp mỏng, áp dụng cho một phân đoạn, sẽ 
khác với hệ dung môi dùng để giải ly phân đoạn đó ra khỏi cột. Lý do là chất 
hấp thu silica gel dùng để nạp cột có cỡ hạt và độ chặt chẽ khác với chất hấp 
thu silica gel dùng để tráng bản mỏng. _ 


- Để dò được hệ dụng ly phù hợp: Trong bảng 9, sử dụng ba loại hệ 
dung ly cho sắc ký lớp mỏng. Việc chọn hệ dung môi để sắc ký lớp mỏng dựa 
vào tài liệu (đã có tác giả công bố việc làm trên cùng cây, hoặc dựa vào tính 
chất chung về một loại hợp chất nào đó) hoặc fự mày mò tìm lấy. Hệ dung 
môi phù hợp là hệ cho các vết chính hiện diện trong khoảng 1⁄3 đến 2/3. 
chiều dài triển khai bản mỏng (Xem thêm bài sắc ký lớp mỏng). 
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- Để nhận định một phân-đoạn chỉ chúa một hay là nhiều chất: Việc 
quan sát các vết hiện ra trên bản mỏng rất quan trọng để có thể nhận định 
rằng phân đoạn thu được là hỗn hợp nhiều chất (có nhiều vết: các vết có độ 
đậm như nhau) hoặc phân đoạn thu được là một chất tương đối sạch tuy vẫn 
có chứa một ít tạp chất (có một vết chính chiếm §0%, ngoài ra còn có một số 
vết mờ). _ 

Cần nhắc lại là nếu chọn hệ dung ly đẩy các vết xa hơn 2/3 chiều dài 
triển khai bản mỏng (Rf > 0,7), các vết sẽ dễ dàng trùng với nhau, dẫn đến 
hậu quả là chỉ cho thấy có một vết trên bản mỏng, làm cho quan sát viên 
tưởng nhằm là phân đoạn chỉ có chứa một hợp chất, trong khi trên thực tế là 
có nhiều chất. | 

- Để kiểm tra xem một hợp chất có tỉnh khiết: sử dụng sắc ký lớp mỏng 
lần lượt với ba hệ dung ly hoàn toàn khác hẳn nhau (không được môt hê dung 
ly nhưng với ba tỉ lệ khác nhau, thí dụ benzen: cloroform (9:1): benzen: 
cloroform (7: 3) và benzen: cloroform (2:8). 





Dò tìm chọn một hệ sẽ đẩy các vết đi xa so với điểm xuất phát, một hệ 
đẩy các vết hiện điện ở khoảng giữa bản và một hệ đẩy các vết đi 1/3 bản 
Nếu dù sử dụng hệ dung ly nào, chất cũng chỉ cho hiện ra một vết duy nhất 
thì có thể kết luận là chất tỉnh khiết. Nếu chất không tỉnh khiết, qua những 
lần thay đổi hệ dung ly như thế, sẽ cho thấy bên cạnh vết chính có thêm vết 
_ khác. Như vậy chất đó cần phải tính chế thêm. 

Muốn khảo sát thấy rõ hơn thì dùng HPLC. 

3.9.6. Chọn phân đoạn nào để tiếp tục khảo sát _ 

Dù sử dụng kỹ thuật sắc ký loại gì (sắc ký cột cổ điển, sắc ký chớp 
nhoáng, sắc ký nhanh-cột khô...) sắc ký cột lân đầu khó cho ngay một phân 
đoạn chỉ chứa một chất tỉnh khiết. Thường các phân đoạn chứa hai hoặc 
nhiều chất khác nhau. Phải tiếp tục sắc ký nhiều lần mới có thể thu được một 
hợp chất tỉnh khiết. Phải là đơn chất tỉnh khiết mới có thể xác định cấu trúc 
hóa học bằng các phương pháp hóa lý hiện đại IR, UV, khối phổ, 'H-RMN, 

”C-RMN.... Không thể khảo sát hết được các phân đoạn thu được từ bảng 9, 
nà chỉ chọn một vài phân đoạn để tiếp tục khảo sát. 
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Hoặc chọn phân đoạn nào thoả yêu cầu đặt ra lúc ban đầu. thí dụ chỉ 
muốn khảo sát các hợp chất alcaloid, hoặc acid triterpen, hoặc flavon... Các 
phần đoạn của bảng 9 được sắc ký lớp mỏng và bản mồng này được hiện hình 
với thuốc thử đặc trưng của những nhóm hợp chất vừa nêu, phân đoạn nào 
dương tính với thuốc thử sẽ được chọn. 


tioặc chọn phân đoạn nào thoá yêu câu đặt ra lúc ban đầu là muốn cô 
lập hợp chất có hoạt tính sinh học. Các phân đoạn của bảng 9 được gởi đi thử 
nghiệm hoạt tính sinh học (khả năng giết vi khuẩn, khả năng giết chết các tế 
bào ung thư..). Phân đoạn nào có kết quả thử nghiệm dương tính sẽ được 
chọn. : : 


Tuy nhiền, nên chọn phân đoạn có lượng cao nhiều để sắc ký cột lần 
thứ nhì hoặc lần thứ ba hoặc áp dụng phương pháp kết tỉnh phân đoạn, 
phương pháp kế tỉnh lại (recrystallization) có sử dụng bột than hoạt tính. Nếu 
phân đoạn có lượng cao ít, các vết cách xa nhau, có thể sắc ký điều chế. Các 
chất thu được, trước khi gởi đi khảo sát cấu trúc hóa học, cần phải được kết 
tith lạt. | 

Các phân đoạn có lượng cao quá ít, có sắc ký lớp mỏng cho nhiều vết, 
đành phải bỏ qua, rất khó tiếp tục khảo sát, vì nếu có cô lập được chất tính 
khiết sẽ không đủ lượng mẫu để khảo sát cấu trúc hoá học bằng các phương 
pháp hóa lý hiện đại (cần ít nhất khoảng 30 mg). 

3.10. Các phương pháp xác định cấu trúc hóa học của một hợp 

chất _ 

Chỉ nên tìm cách xác định cấu trúc hóa học của một hợp chất tỉnh khiết 
sau khi đã kết tỉnh lại nhiễu lần trong dung môi phù hợp (độ tinh khiết 95% là 
đạt yêu cầu). Một hỗn hợp gồm hai chất hoặc chỉ có một chất nhưng còn lẫn 
nhiều tạp bẩn thì không nên phí tiền bạc để xác định cấu trúc hóa học, vì sẽ: 
không giải đoán được cấu trúc hóa học. | 


Muốn kiểm tra một hợp chất đã tỉnh khiết chưa, sử dụng sắc ký lớp 
mỏng với ba loại hệ dung ly khác hẳn nhau đều cho một vết duy nhất, dĩ 
nhiên Rf khác nhau, có thể kết luận là chất tinh khiết. 
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Lượng mẫu tối thiểu để đo hết các chỉ tiêu là 30-50 mg, đây là trường 
hợp đặc biệt đối với các nghiên cứu viên công tác tại TP. HCM, vì mẫu gởi đi 
đo sẽ mất hết không được hoàn trả lại. Trong khi ở nơi khác, chỉ cần một 
lượng nhỏ mẫu, đo một chỉ tiêu trong một loại dung môi nào đó, thu hồi dung 

_môi để có trở lại trạng thái khô sạch-ban đâu, rồi lại gởi đo một loại chỉ tiêu 
khác. : 

Cố gắng lưu lại mẫu. Trình bày kết quả khảo sát cấu trúc hóa học của 
một hợp chất theo các chỉ tiết sau. 

Đầu tiên, cần nhắc lại là hợp chất đang khảo sát đã được thu từ phân 
đoạn nào của sắc ký cột, trên loại cao nào... 

L, Mô ¡4 dạng và màu sắc của sản phẩm (dạng bột, dạng hình vầy, 
hình kim; không màu hoặc có màu vàng, màu đỏ... có mùi thơm như hoa 8ì, 
trái gì...). _ 

2. Sắc ký lớp mỏng trong hệ dung ly gì; với thuốc hiện hình gì: cho một 
vết với Rf =... ằ _ | 

Hình chụp bản mỏng được trình bày ở hình số mấy trong bài. 

3. Điểm nóng chảy là bao nhiêu ...°C (dung môi kết tỉnh lại). 

4. Năng lực triền quang: [œ]p= ... (c=... dung môi đo....). 


5. Khôi phổ (phụ lục số x1), Sử dụng kỹ thuật đo nào? Thí dụ MS (kỹ 
thuật ED, m⁄2 là mũi ion mẹ là [M]'. Hoặc LC-MS (kỹ thuật APCI) cho mũi : 
ion mẹ là [M+ I]P. _ _ 

Kỹ thuật MS có thể đo tất cả các hợp chất hữu cơ, nhưng phải gửi mẫu 
ra Viện Hóa học ở Hà Nội. _ _ _ 

Kỹ thuật LC-MS có thể gửi mẫu đo tại Trung tâm dịch vụ và phân tích 
thử nghiệm tại TP. HCM hoặc ở Viện Hóa học TP. HCM, nhưng kỹ thuật này 
chỉ áp dụng được đối với các hợp chất có thể hòa tan trong dung môi metanol 

_ hoặc acetonitril, nghĩa là các hợp chất có tính phân cực. Không thể đo khối 
phổ LC-MS với các hợp chất sterol. _ 
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6. Phân tích nguyên tố (phụ lục số X2): tại Trung tâm dịch vụ và phân 

tích thử nghiệm tại TP. HCM. Khi gửi mẫu phải yêu cầu rõ cần phân tích 


nguyên tố nào (C; H;N; S; CỈ...). H% =..., C% =.... Nớ = => 

7. Phổ hông ngoại IR, KBr kẻ lục số x3), Vmạx cm : 3320 (O-H): 
2989 (C-H); 1725 (C=O); 1660 (C=C)... _ 

8. Phổ tử ngoại: À max . Chỉ đo khi hợp chất có chứa nối đôi liên hợp. 

9. “H-RMN, CDCI;, 500 MHz, (phụ lục số x4), ppm 

10. C-RMN, CDC], 125 MHz kết hợp với DEPT-RMN (phụ lục số 
X5...), ö ppm 

Cần so sánh với hợp chất đã có công bố trong tài liệu. Vì thế cần phải 
lập bảng so sánh để chứng minh. 


_ Sau khi biện luận các tín hiệu của các loại phổ, so sánh với các số liệu 
trong tài liệu (đôi khi cần phải so sánh với nhiều tài liệu), sẽ đề xuất cấu trúc 
hóa học của hợp chất cô lập được. Cấu trúc này phải đáp ứng tất cả các chỉ 
tiêu hóa lý đã nêu trên. Đôi khi cần phải điều chế một số dẫn xuất của hợp 
chất cô lập được. 


4. MỘT VÀI KỸ THUẬT SẮC KÝ CỘT KHÁC 


Việc tách một hỗn hợp ra thành những đơn chất là một giai đoạn nhất 
thiết phải trải qua đối với các nghiên cứu viên, nên bên cạnh kỹ thuật sắc ký 
cột cổ điển, với những ưu và nhược điểm đã trình bày ở phần trên, nhiều tác 
giả đã đề xuất nhiều kỹ thuật sắc ký cột khác để tạo sự thuận lợi cho các 
nghiên cứu viên đang làm việc trong những phòng thí nghiệm chưa trang bị 
đầy đủ các thiết bị hiện đại, đó là: 


- Sắc ký cột khô (Dry-column chromatography). 


- Sắc ký nhanh (có tác giả gọi là sắc ký chớp nhoáng) (Flash 
chromatography). - 


- Sắc ký nhanh cột khô (Dry-column flash chromatography). 
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_ 4.1. Sắc ký cột khô (Dry-column chromatography) 


Kỹ thuật này tương đồng với kỹ thuật sắc ký lớp mỏng điều chế. 


- Chất hấp thu: Sử dụng alumina hoặc silica gel loại dùng cho sắc ký 
lớp mỏng, có thể trộn thêm chất chỉ thị phát huỳnh quang. Tiểu lượng sử 
dụng: ! øg mẫu chất, cẦn 300 g chất hấp thu khô. 


- Mô tả hệ thống: Sử dụng một ống celophan có đường kính 2-5cm được 
dựng thẳng đứng. Đáy ống được hàn lại, tạo dáng hình trụ và đầu đáy này có 
đặt một lớp bông thủy tinh. Đáy ống được soi thủng nhiều lỗ nhỏ bằng cây 

Kim may. 
_ - Nạp chất hấp thu vào ống: Chất hấp thu được nạp khô vào ống. Đầu: 
tiên, cho chất vào 1/3 cột, động nhè nhẹ ống lên mặt ghế hay mặt bàn để nén 
chất cho chặt chẽ, tiếp tục nhôi để có một ống thẳng cứng có thể cm trên tay 
(trong suốt quá trình nhồi, đâu trên được để hở). 


- Nạp mẫu vào đầu cột: Có thể nạp mẫu dạng ướt: Mẫu được hòa tan 
trong một lượng tối thiểu dung môi, dùng ống nhỏ giọt đặt dung dịch mẫu phủ 
đều lên trên đầu cột và để yên một lúc cho dung môi bay đi. 


Có thể nạp mẫu dạng khô: trong một becher, hòa tan mẫu trong một 
dung môi dễ bay hơi như dietyl eter hoặc diclorometan, cho vào một lượng 
chất hấp thu loại dùng cho sắc ký cột với trọng lượng gấp năm lần lượng mẫu, 
trộn đều rồi cô quay thu hồi dung môi, sẽ có được bột rắn khô. Phủ lớp bột 
này lên trên đầu cột đã nhổi lúc nãy. 

Sau cùng, phủ một lớp cát lên trên đầu cột để bảo vệ mặt thoáng của 
cột (trước đó cát đã được rửa bằng acid, nước cất, sấy khô). Cũng có thể sử 
dụng lớp bông thủy tỉnh hoặc bông gòn. 

- Triển khai sắc ký: Ống được dựng đứng và dung môi được cho chẩy từ 
trên đầu ống xuống cuối ống nhờ vào trọng lực. Cho dung môi vào đầu cột, 
giữ sao cho có một lớp dung môi dầy 3-5 cm trên đâu cột. 

Tốt nhất là thực hiện bằng cách chứa dung môi trong một bình lóng, đậy 
kín nắp lại. Nắp bình luôn đóng, nhưng mở khóa bình cho dung môi chảy ra 
_ khỏi bình cho đến khi áp lực trong bình lóng ngăn không cho dung môi chảy ra 
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nữa. Nhúng đuôi ống của bình lóng (toàn phần đuôi lúc này phải chứa đây 
_ dung môi) ngập sâu vào lớp dung môi ở đầu cột, chạm nhẹ vào mặt cát ở trên 
đầu cột. Mở nhẹ khóa bình lóng, dung môi từ từ thoát ra ngoài cho đến khi 
giảm áp suất trong bình, gây nên ức chế dòng chảy, dung môi không chảy ra 
khỏi bình nữa. Khi quá trình sắc ký triển khai, một lượng dung môi trên đầu cột 
bị hút thấm xuống cột, mực dung môi trên đầu cột sẽ tụt xuống, sinh ra những 
bọt khí từ đáy bình lóng nổi lên nắp bình, tạo nên một áp suất nhỏ để đẩy một 
lượng thể tích tương ứng dung môi chảy rả khỏi bình để vào đầu cột. 


Thực hiện như thế đến khi dung môi đi xuống đến đáy cột sắc ký thì 
ngưng, không cho dung môi chảy ra khỏi cột. (15 đến 30 phút) 


- Hiện hình sắc ký: Đặt ống trụ năm ngang, trên một tấm kiếng và quan 
sát bằng đèn UV, đánh dấu các đoạn. Lấy ống ra ngoài và dùng lưỡi dao lam 
để cắt ống thành những khúc thích hợp. Dùng dung môi để trích chất trong 
mỗi đoạn. 


4.2. Sắc ký chớp nhoáng (Flash chromatography)2 "1 
Do W. Clark Sull để nghị ” để có thể tách nhanh trong 10-15 phút một 
hỗn hợp mẫu chất (từ 10 mg đến 10 gam) chứa những hợp chất mà sắc ký lớp 


mỏng cho các vết có ARf > 0,15. Thực hành như sắc ký cổ điển: không được 
để cột khô dụng môi. 





Hình 26: Hai dụng cụ sắc ký chớp nhoáng 
_ (flash-chromatography) 
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Bảng 10: Một số thông số cho sắc ký cột nhanh. 









Í Đường kính | Thể tích giải ly Mẫu (mg) Mẫu (mg) | Thể tích hứng 
Í_ Cột (em) (ml) khi ARf>0,2 | khi ARf>0,1 | một lọ (ml) 
|__Cột 





_—_ 1 | 100 40 5 
—_? | m | 4 | 16 | 10.2 
j_ẽ 400 360 

4 600 1600 600 
530 


la 
_. 3 1000 2500 100 | - 50 — 


W. Clark Still để nghị các thông số cho kỹ thuật sắc ký chớp nhoáng 
như sau ¬ 


- Chất hấp thu: Kết quả thực nghiệm cho thấy sử dụng siica 8el có cỡ 
hạt 400-230 mesh tức là 40 - 63/zn cho kết quả tốt nhất. Nếu sử dụng loại 
silica gel có cỡ hạt mịn hơn, loại < 40 uum, kết quả vẫn thế, không tốt hơn. Sử 
dụng loại silica gel thông dụng 70-230 mesh (63-200 ðim) cho kết quả xấu 
nhất. _ 


- Mô tả hệ thống: (Hình 22, 26) Hệ thống gôm cột sắc ký bằng thủy tinh 
như hệ thống sắc ký cổ điển, chỉ thêm đầu cột được ráp nối với một hệ thống 
bơm nén (khí nén có áp lực trung bình), áp lực có thể điểu chỉnh. Nhờ bơm, 
hơi nén từ trên đầu cột đẩy dung môi xuyên xuống lớp hấp thu nhanh hơn. 
Các thiết bị có thể tự chế hoặc có bán sẵn rất tiện dụng. 


- Lượng mẫu và kích thước cột: Thực nghiệm cho thấy nên sử dụng cột 
ngắn, đường kính khoảng 1-10 cm và chiêu dài không quá 40 cm. Các thông 
số liên quan giữa lượng mẫu và kích thước cột được trình bày trong bảng 10. 


- Vận tốc giải ly: Mực dung môi hạ xuống trong ống với ¿ốc độ là 5 cm/ 
phút. -. _ 
- ðo sánh với sắc ký cổ điển: Ưu điểm nhờ khí nén đẩy dung môi giải ly 
nên thời gian triển khai nhanh hơn. Có thế tách rất tốt hỗn hợp có khoảng bốn 
- hợp chất. Tuy nhiên, để thực hiện, cân phải có máy bơm nén khí và một bộ 
gồm những cột và những nắp vặn kín chuyên dùng, có kích thước từ nhỏ đến 
- lớn. Những bộ này tương đối đắt tiền. _ _ 
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4.3. Sắc ký nhanh-cột khô (Dry-column flash chromatography; 
Vacuum liquid chromatography)L®  › 8Ì 


Kỹ thuật sắc ký nhanh-cột khô được triển khai từ năm 1986 bởi hai - 
nhóm nhà hóa học John C. CollÌ và S. WiHiam Pelletier'' Hai ông để nghị 
mô hình sắc ký này áp dụng cho các phòng thí nghiệm còn hạn hẹp trang thiết 
bị, có thể dễ dàng tìm thấy trong phòng thí nghiệm các dụng cụ cần thiết. 


Sắc ký nhanh cột khô là một biến đổi của sắc ký chớp nhoáng, với một 
vài khác biệt như sau: | 


% Để gia tăng vận tốc giải ly của pha động, sắc ký chớp nhoáng sử 
dụng một lực đẩy từ trên đầu cột xuống, còn sắc ký nhanh-cột khô dùng một 
lực hút tạo chân không ở đâu ra của cột nhờ một máy bơm hút loại nhẹ. 


% Sắc ký chớp nhoáng sử dụng pha nh là (thí dụ) silica gel loại dùng 
cho sắc ký cột, nghĩa là hạt có kích cỡ 40 - 63m, còn sắc ký nhanh-cột khô 
sử dụng silica gel loại dùng cho sắc ký lớp mỏng (Merck 60H hoặc 60G; tức 
cỡ hạt 15 - 40 im) hoặc alumina loại dùng cho sắc ký lớp mỏng (10 im, diện 
tích bŠ mặt riêng lớn: 500 m”.g'') _ 

% Trong quá trình giải ly, sắc ký chớp nhoáng vẫn giữ một lớp dung 
môi ở trên đầu cột (cột không được khô); còn với sắc ký nhanh, cột sắc ký 
được rút khô sau mỗi phân đoạn thu được. 

4.3.1. Các dụng cụ cần thiết cho sắc ký nhanh-cột khô (hình 27) 

e Phêu lọc xốp bằng thủy tinh với độ xốp của lỗ thuộc loại 2 hoặc 3 để 
cho dòng chảy của dung môi giải ly được thuận lợi (xem thêm phần phụ lục 
về độ lỗ xốp của phếu). _ 

Đây là dụng cụ thủy tính thông thường của bất kỳ phòng thí nghiệm 
nào. Phêu có đủ kích cỡ lớn nhỏ (loại 100ml, 150 ml; 250, 500 m1...) thích hợp 
để thực hiện lượng mẫu nhiều ít, như trình bày trong bảng 11. 

e Bình tam giác. - | 

e Hệ thống tạo chân không nhẹ bằng vòi nước. Chỉ cần ấp suất vừa 
_ phải, khoảng 20 -70 mmHg, không được áp suất mạnh vì sẽ làm dung môi 
bay hơi và có thể làm gãy cột. 
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4.3.2. Nạp chất hấp thu vào cột (phêu) 

Ráp hệ thống gồm phễu lọc xốp, gắn trên bình tam giác và bình này 
nối với một máy bơm hút tạo chân không, như hình 27. Cho máy bơm chân 
không hoạt động và dùng muỗng múc từng lượng nhỏ silica gel khô (loại 
dùng sắc ký lớp mỏng, cỡ hạt 15 - 40 im) cho vào phễu đến tận đáy, dùng 
nút thủy tỉnh có đáy bằng phẳng để nén ép nhẹ tay đè silica gel xuống đáy 
phễu. Mỗi lần một ít, từng lớp, tạo thành một khối rắn, đồng nhất, chặt chẽ, 
có bề mặt bằng phẳng. _ 

Sau khi nạp pha tĩnh hòan tất, lớp silca gel có chiểu dây chỉ được 
khoảng 5cm. Nếu cần tách một lượng mẫu chất nhiều hơn, sử dụng phếu to 
hơn, có đường kính lớn hơn. Đặc biệt lưu ý: lớp silica gel chỉ dây tối đa là 5 
cm (gia tăng theo đường kính, không tăng theo chiểu cao). 


Mỗi lần 50 mi 
dung môi giải ly 










Mỗi lần rút khô cột xong, tháo hệ thống, 
rót dung môi từ bình A vào lọ có đánh số 


88E§tf Í| 


ị 
l1 2 3 4 5 6 7 8 sọ 






C——›máy Mỗi lọ chứa 50 ml dung môi giải ly 
Bình tam — Đơm 
giác A # GEREBIP hút 


“ mo Ắm HH 


Hình 27: Dụng cụ sắc ký nhanh - cột khô 


Bảng 11: Mối liên quan giữa lượng mẫu và kích thước phễu trong sắc 
ký nhanh-cột khô 









Đường kính trong | Chiểu cao lớp hấp Phân đoạn dung 
của phễu (cm) thu (cm) lịch giải ly (ml) 





Lượng mẫu 
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4.3.3. Cân bằng cột sắc ký 


Sau khi nạp pha tĩnh xong, chỉnh lớp bề mặt pha tĩnh cho bằng phẳng, 
đặt một lớp bông gòn dây lên trên bể mặt cột để bảo vệ lớp mặt. 


Cân bằng cột bằng loại dung môi ít phân cực nhất, loại sẽ được dùng để 
giải ly đầu tiên. Cho một lượng lớn dung môi lên đầu cột, cho hệ thống tạo áp 
suất kém hoạt động, dung môi được hút đi xuống xuyên ngang qua cột rơi 
vào bình tam giác. Ngưng hệ thống để thu hổi lượng dung môi này để sử - 
dụng trở lại và ráp hệ thống trở lại. 

Thực hiện vài lần, đến khi thấy chất hấp thu trong cột đồng nhất. 

4.3.4. Nạp mẫu lên đầu cột và giải ly cột 


Có thể nạp mẫu theo kiểu nạp mẫu khô hoặc nạp mẫu ướt; thực hành 
như sắc ký cột cổ điển. 


Trước khi nạp mẫu, lớp bông gòn bảo vệ bề mặt được tháo để riêng qua 
một bên, đặt mẫu sát lên mặt thoáng của silica gel, và đặt trả lại lớp bông 
gòn đè lên trên lớp mẫu, để bảo vệ lớp bề mặt của cột. _ 


| s Nạp mẫu ướt: Cột được hút khô (khô tương đối). Tắt áp suất kém. 

Mẫu được hòa tan trong dung môi ít phân cực nhất, được phủ đều lên khắp bể 
mặt của silica gel. Gắn áp suất kém, dung dịch mẫu được hút xuống, khằn 
sâu vào phân silica gel ở đầu cột thành một lớp mỏng đều. 


e Có thể nạp mẫu ở dạng bột khô (xem phần 3.4): Cho hết lượng bột 
mẫu khô phủ lên trên đầu cột, vừa khỏ nhẹ thành ngoài của phễu vừa dùng 
muỗng để trải đều phân bột này để có một lớp mỏng. Chú ý không được đè 
nén lớp bột này. 

® Sau khi đã nạp mẫu lên đầu cột (ở đây là phễu), lấy lớp bông gòn lúc 
nãy phủ trở lại lên trên mặt cột, bề mặt này sẽ không bị xáo trộn khi rót dung 
môi giải ly lên. | 

4.3.5. Triển khai sắc ký (Giải Iy) 


Cho máy bơm tạo áp suất kém hoạt động. Rót một thể tích dung môi 
nhất định lên bể mặt phễu (Bảng 11), dung môi được hút xuống bình tam 
giác bên dưới. Chờ cho phêu khô tương đối, ngắt áp suất, rót phần dung địch 
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vừa giải ly đang chứa trong bình tam giác vào các lọ có đánh số thứ tự. Gắn 
phêu vào hệ thống, rót dung môi, cho máy bơm hút hoạt động, hút khô phếu... 
Mỗi lần phải hút khô phễu rồi mmởi cho dung môi mới. 


4.3.6. Dung môi giải ly có tính phân cực tăng dần 


Giải ly lần lượt từ dung môi không phân cực đến dung môi phân cực. 
T7ng dân tính phân cực của dung môi giải ly, cũng giống như sắc ký cột cổ 
điển. _ 

Sau khi giải ly, dung môi được cho vào những lọ nhỏ có đánh số. Các lọ 
được kiểm tra bằng sắc ký lớp móng. Các lọ có kết quả sắc ký lớp mỏng cho 
vết giống nhau được gom chung lại với nhau thành một phân đoạn. Thu hồi 


dung môi sẽ thu được cắn. 
Thực hiện cho đến khi hoàn tất sắc ký cột sẽ có nhiều phân đoạn. 


Ghi chú: Đôi khi mới bắt đầu giải ly, cột bị nghẹt, dung môi không hút 
qua được là do có hợp chất phân cực nào đó đã kết tỉnh lại khi gặp dung môi 
ít phần cực. Giải quyết bằng cách dùng một spatule khuấy xới trộn lớp bể mặt 
của cột lên một khoảng 0,5cm, rồi tiếp tục giải ly bình thường. 


4.3.7. So sánh với sắc ký cổ điển 


Với những cao chiết từ cây cỏ, có chứa rất nhiều hợp chất khác nhau, 
nên sẽ không có phương pháp sắc ký cột nào hiệu quả để chỉ một lần mà có 
thể tách riêng ra những đơn chất. Luôn luôn phải thực hiện nhiêu lần sắc ký 
cột. Nhưng phải mất rất nhiều thời gian (nhiều ngày) để sắc ký cột trên một 
loại cao với lượng mẫu lớn. 


Thực nghiệm cho thấy muốn tách 20 gam mẫu bằng sắc ký cột cổ điển 
cần phải thực hiện trong 3 tháng, liên tục ngày đêm không nghỉ. Nhưng kỹ 
thuật viên khó có thể thức cả ngày lẫn đêm trong nhiều ngày, nên đến tối 
phải nghỉ để sáng mai làm tiếp. Muốn nghỉ phải khóa cột lại. Trong khi đó, 
với quá trình sắc ký đã trải qua, các loại hợp. chất có độ phân cực khác nhau 
đang tách riêng ra để tạo thành từng nhóm, nằm sắp xếp thành từng lớp khác 
nhau trong cột. Nếu ngưng cột giữa chừng, mà các chất này vẫn đang ở trong 
dung môi, chúng sẽ khuếch tán ra theo mọi hướng chứ không theo một 
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hướng từ trên đi vuống do tác dụng của trọng lực, điểu này đã làm xáo trộn vị 


trí sắp đặt của quá trình sắc ký (Hình 28). 





Theo quá trình sắc ký, dưới tác dụng Khi ngưng lại giữa chừng, các loại hợp 

của trọng lực, các loại hợp chất khác chất vẫn đang ở trong dung môi, do không 
nhau đang tập trung tụ lại thành từng còn chịu tác dụng của trọng lực, sẽ khuếch 
dãy sắp xếp nằm sắp lớp trong cột. tán theo khắp mọi hướng, làm xáo trộn trật 


tự đã được thiết lập lúc trước 
Hình 28: Hệ quả xảy ra khi cho sắc ký cột cổ điển ngưng lại giữa chừng 
Hai nhóm nhà hóa học John C. Collf! và S. William Pelletier'®) đã để 
_ nghị kỹ thuật sắc ký nhanh-cột khô để khắc phục các nhược điểm của sắc ký 
cột cổ điển. 
Sắc ký nhanh-cột khô có các ưu điểm như sau: 


% Dụng cụ dễ dàng tìm được trong bất kỳ phòng thí nghiệm hóa học 


nào: phễu lọc xốp, bình tam giác, vòi nước tạo áp suất kém hoặc máy bơm 
hút loại yếu.... 
_* Thời gian sắc ký nhanh nhờ lực hút bên dưới để hút dung môi giải ly. 
X Thuận tiện cho người thao tác: quá trình sắc ký có thể bị gián đoạn 
mà không bị ảnh hưởng. Khi muốn tạm dừng giữa chừng, hút khô cột, che 
chắn phần đầu cột để tránh Dụi (đậy phễu bằng một tấm kiếng), khi nào rãnh 
sẽ lại thực hành tiếp. Silica gel được hút khô, mẫu chất ở trạng thái khô, nằm 
nguyên tại vị trí trong cột. 
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4.3.8. So sánh với kỹ thuật chiết pha rắn (Solid phase extraction, 
mục 2.2.7) 

Chiết pha rắn chính là sắc ký nhanh-cột khô với các sự khác nhau và 
tương đồng như sau. 

e Sự tương đồng: về mục đích yêu câu; các dụng cụ lắp ráp; loại chất 
hấp thu sử dụng (silica gel dùng cho sắc ký lớp mỏng); các giai đoạn thao tác 
thực hiện... | sổ 

e Sự khác nhau: duy nhất về độ phân cực của dung môi giải ly. _ 

% Trong sắc ký nhanh-cột khô, độ phân cực của dung môi giải ly được 
điều chỉnh tăng đần dân. Thí dụ giải ly bằng cloroform, nay muốn tăng độ 
phân cực, thêm I1; 2; 3; 5; 10; 50% etyl acetat vào cloroform. 

% Trong chiết pha rắn, độ phân cực của dung môi giải ly được cho đăng 
đột ngội. Thí dụ giải ly bằng eter dầu hỏa, tiếp theo là cloroform, kế đến là 
etyÌ acetat và sau cùng là metanol. 
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C hương 4 
SẮC KÝ LỚP MỎNG 


= 


Kỹ thuật sắc ký đã được sử dụng từ nhiều thế kỷ trước để tách các 
phẩm nhuộm từ cây cỏ. Đến thập kỷ 1930-1940, phương pháp này được phát 
triển nhanh chóng với nhiều kỹ thuật khác nhau. Có các loại sắc ký: sắc ký 
giấy (kỹ thuật sớm nhất, hiện nay ít được sử dụng vì hiệu quả tách kém thua 
kỹ thuật sắc ký lớp mỏng), sắc ký lớp mỏng, sắc ký trao đổi ion, sắc ký lọc 
øel (gel permeation chromatography or size exclusion), sắc ký ái lực (affinity 
chromatography), sắc ký lỏng hiệu năng cao (high performance liquid 
chromatography), điện di (capillary electrophoresis). 


1. KIẾN THỨC TỔNG QUÁT VỀ SẮC KÝ LỚP MỎNG 


Sắc ký lớp mỏng còn gọi là sắc ký phẳng (planar chromatography), dựa 
chủ yếu vào hiện tượng hấp thu trong đó pha động là một dung môi hoặc hỗn 
hợp các dung môi, di chuyển ngang qua một pha tĩnh là một chất hấp thu trợ, 
thí dụ như: silica gel hoặc oxid alumin. Pha ứnh này được tráng thành một lớp 
mỏng, đều, phủ lên một nên phẳng như tấm kiếng, tấm nhôm hoặc tấm 
plastic. Do chất hấp thu được tráng thành một lớp mỏng nên phương pháp 
này được gọi là sắc ký lớp mỏng. p5 

* Bình sắc ký: Một chậu, hũ, lọ.. bằng thủy tỉnh, hình dạng đa dạng, 
có nắp đậy. - _ 

% Pha tĩnh: Một lớp mỏng khoảng 0,25 mm của một loại chất hấp thu, 
-thí dụ như silica gel, alumin... được tráng thành một lớp mỏng, đều, phủ lên một 
nên phẳng như tấm kiếng, tấm nhôm hoặc tấm plastic. Chất hấp thu trên tấm 
- giá đỡ nhờ sulfat calci khan, hoặc tỉnh bột, hoặc một loại polymer hữu cơ, ` 
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mm. ————_———_—_—____ CC Q_ 


—————————¬ Nặp đậy bình sắc ký 
Bình sắc ký 









Pha tĩnh 


Ö-, „ „.  (chấthấp thu) 
Bình sắc ký : 


lớp mỏng 


Tấm lớp mỏng bằng plastic hoặc nhôm 


Mẫu cần 
phân tích 
Pha động (dung môi) 


Mẫu cần phân tích: Mẫu chất cần phân tích thường là hỗn hợp gồm 
nhiều hợp chất với độ phân cực khác nhau. Sử dụng khoảng 1 microlít (1 uL) 
dung dịch mẫu với nồng độ loãng 2-5%, nhờ một vi quản để chấm mẫu thành 
một điểm gọn trên pha tĩnh, ở vị trí phía trên cao hơn một chút so với mặt 
thoáng của chất lỏng đang chứa trong bình. 


% Pha động: dung môi hoặc hỗn hợp hai dung môi, di chuyển chẳm 
chậm dọc theo tấm lớp. mỏng và lôi kéo mẫu chất đi theo nó. Dung môi di 
chuyển đi lên cao nhờ vào tính mao quản. Mỗi thành phần của chất mẫu sẽ di 
chuyển với mỗi vận tốc khác nhau, đi phía sau mực của dung môi. Vận tốc di 
chuyển này tùy thuộc vào các lực tương tác tĩnh điện mà pha tĩnh muốn níu 
giữ các mẫu chất ở lại pha tĩnh (hiện tượng hấp thu của pha tĩnh) và tùy vào 
độ hòa tan của mẫu chất trong dung môi. 


Với chất hấp thu là silica gel hoặc alumin, các hợp chất kém phân cực 
sẽ di chuyển nhanh và các hợp chất rất phân cực di chuyển chậm. 


1.1. So sánh sắc ký lớp mỏng với các kỹ thuật sắc ký khác 
Sắc ký lớp mỏng có ưu điểm: sử dụng ít chất hấp thu, cần rất ít mẫu 
phân tích (vi lượng), quá trình triển khai sắc ký nhanh nên trong một thời gian 


ngắn có thể biết ngay kết quả mẫu cần phân tí<h có chứa bao nhiêu chất khác 
- nhau. 


So với phương pháp sắc ký lớp mỏng, phương pháp sắc ký cột cổ điển 
cho kết quả tệ hại do phải sử dụng một lượng lớn chất hấp thu, chất mẫu và 
dung môi nên quá trình thực hiện phải kéo dài, dẫn theo kết quả không tốt. 
Tiếp theo, kỹ thuật sắc ký lỏng mới là sắc ký cột chớp nhoáng (flash column - 
chromatography) do có sử dụng thêm áp suất nên rút ngắn được thời gian 
thao tác và khả năng tách riêng các chất ra khỏi hỗn hợp ban đầu, đã cho kết 

214 


SẮC KÝ LỚP MÙNG 


Sẽ =—=——==--=—3<ä=--_._.__-._—-..... SỐ KỶ LÚP NÓNG 
quả gần đạt được so với sắc ký lớp mỏng, tuy vậy vẫn mất thời gian. Những 
năm gần đây kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) cho kết quả nhanh, 
tốt. cả về mặt định tính lẫn định lượng nhưng máy rất đắt tiền, không phải 
phòng thí nghiệm nào cũng có khả năng trang bị. _ 

Bảng 1: So sánh các đặc trưng của các kỹ thuật sắc ký. 
























| Sắc ký lớp | Sắc ký cột | Sắc ký cột Sắc ký 
| mồng cổ điển . chớp HPLC 
i nhoáng 





Phân chia 









bA¿ bo King h.... Hấpthu | Phân chia 
sắc ký phân chia 


Tính chất | Dung dịch | Dung dịch | Dung dịch | Khí hoặc 












































Mẫu có 











hợp chất | mẫu có mẫu có | mẫu có tính | hơi của các | tính bay 

đem đi| tính kém nh kém | kém bay hơi | hợp chất có |_ hơi nhiều 

phân tích bay hơi bay hơi tính bay | hay ít đều 
hơi hù hợp 


D0nù 


nh mm 


_- Có thể phân tích đồng thời mẫu và chất chuẩn đối chứng, trong cùng 
điều kiện phân tích. 


Khả năng 

tách chất 
Thời gian | Vài phút 
tách chất đến vài giờ 
định tính 


Hiệu quả 


tách chất| Có thể 
định lượng 












iệu Ỗ `. 
` sài bàn Cân sắc ký 
tách chất 






vài lần 










—_ 












Khả năng _ Có thể 
tách lượng | Có thể Rất tốt Rất tốt _ Ki 
nhưng khó 





| lớn mẫu 
Sắc ký lớp mỏng có một số ưu điểm như sau: 


- Chỉ cần một lượng rất ít mẫu để phân tích. 


- Tất cả các hợp chất trong mẫu phân tích có thể được định vị trên tấm 
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————_——______ 
sắc ký lớp mỏng; trong khi so với HPLC: những hợp chất có tính phân cực 
mạnh sẽ có sắc ký đồ ở dạng một mũi hấp thu rộng và dài, nên quan sát viên 
khó phân biệt được đó là một mũi (để chỉ sự hiện diện của một chất) hay chỉ 
là tạp bẩn. | 





—_ 


1.2. Sắc ký hấp thu 
1.2.1. Độ phân cực của pha tĩnh và pha động 


Trong quá trình sắc ký, sự tách chất dựa vào nguyên tắc là sự phân cực. 
nghĩa là dựa vào sự hiện hữu của lưỡng cực trong cấu trúc của phân tử. 


© 5Sựphân cực của pha động (tức dung môi) 


Khả năng giải ly của một chất lóng, nghĩa là khả năng lôi kéo các hợp 
chất phân cực trong hệ thống sắc ký tùy vào độ phân cực của chính dung môi 
này. Vì lý do đó, các dung môi được sắp xếp theo thứ tự tính phân cực tăng 
dần như trình bày trong hình 1. Trong các dung môi này, dung môi 
hydrocarbon như eter dầu hỏa, hexan là dung môi không phân cực và acid 
acetic là dung môi rất phân cực. Người ta có thể pha trộn các loại dung môi 
trong hình 1 theo nhiều tỉ lệ khác nhau để có vô số loại dung môi mới với độ 
phân cực thay đổi đa dạng. 


Dung môi thông dụng KHẢ NĂNG ác loại Rộp chất hữu cò 29TERE-E 
__.HỌA TẠAN..... 





Eter dầu hỏa Alcan 
Cyclohexan 
c To Loại 
Dung CCI, jưi 
môi || Toluen ". R-NO; BẾP 
có Benzen Tớ, Alcen, alcin Hnh 
| = : C 
tính || CHạC]; ` Hợp chất thơm : 
¬ " KuAT tính 
phân || CaHs-O-CạH To.“ EterR-O-R' yn 
koài kNG: _ củ Í CÔNG - Aldehvd, ceton, ester, amid cực 
tăng EtyÌ acetat Si | ` c š tăng 
dần Pyridin ". _. Các loại amin R-NH;; RạNH; RạN dân 
Áceton _`T**« Aleol (R-OH) 
Propanol 
Piano : Nước 
etano Ph | 
Nước _ vài : ẹ 
Acidacetic Á -------...._....___ Acid carboxylic R—C-O-H 


Hình †: Khả năng hoà tan của các dung môi thông dụng 
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e Sự phân cực của pha tĩnh (chất hấp thu) 


Các chất hấp thu cũng được sắp xếp theo lực tương tác của chúng đối 
với các hợp chất hữu cø có tính phân cực. Các loại chất hấp thu sứ dụng để 
tráng bản sắc ký lớp mỏng được trình bày trong hình 2, trong đó, silica gel và 
alumin là hai loại chất hấp thu thông dụng nhất. 


Nói chung, than hoạt tính có khả năng hấp thu mạnh đối với các hợp 
chất phân cực. Cũng tương tự, silica gel hấp thu hợp chất acid carboxylic 
mạnh hơn hợp chất aldehyd, và hấp thu hợp chất eter mạnh hơn alcan, Thứ tự 
sắp xếp như trong hình I vả 2 có tính chât tương đối và gần đúng, bởi vì 
người ta có thể xử lý các chất hấp thu để thay đổi tính chất và khả năng hấp 
thu của nó. 


Về tổng quát, chất hấp thu càng ngậm nhiều nước thì khả năng hấp thu 
của nó càng yếu, ngược lại, nó càng chứa ít nước thì tính hấp thu càng mạnh. 
Cũng dựa vào tính chất này mà tác giả Brockmann đã sắp xếp hoạt độ của 
các chất hấp thu, gọi là thang độ BROCKMANN: chất hấp thu hoạt độ I rất 
hoạt tính (gi mạnh các phân tử phân cực), chất hấp thu hoạt độ V có hoạt 
tính yếu nhất. .. 


Giấy, cellulose 
Kieselguhr, đất sét diatomit 


Tỉnh bột ị 
sbRÐt, Lực tương tác 
298 nhu với các phân tử 
Carbonat natri M 

Oxyd magnesium phân Cực 

Silica gel s. tăng dân 


Alumin 
Than hoạt tính 


Hình 2: Khả năng tương tác với các phân tử phân cực của các loại chất hấp thu 
1.2.2. Sự tương tác giữa hợp chất cần phân tích với pha tĩnh và 
pha động | 
Sự tương tác giữa các hợp chất của mẫu với dung môi giải ly và với pha 
tĩnh là yếu tố quyết định hiệu quả tách của sắc ký. Việc mà một chất tan 
(solute) được dung môi giải ly tách rời và mang đi xa trên bản mỏng (trong 
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sắc ký cột là di chuyển ra khỏi cột) tùy thuộc vào hai lực: lực hút của pha tĩnh 
_đối với chất tan và lực lôi kéo của pha động (dung môi) đối với chất tan. 


% Lực hút của pha fĩnh đối với chất tan: Nếu chất tan là loại hợp chất 
trung tính, lực níu giữ của silica gel hoặc alumin đối với các hợp chất này tùy 
thuộc vào độ phân cực của dung môi giải ly, như trình bày trong hình 1. 


Các chất tan có tính kém phân cực như hydrocarbon (alcan, alcen)... bị 
slica gel hoặc alumin hấp thu kém, còn các chất tan có tính phân cực mạnh 
như ester, alcol, acid carboxylic... bị silica 8€l/alumin hấp thu mạnh, giữ chặt. 


Nói chung, các hợp chất có mang các nhóm định chức hóa học phân 


cực bị silica gel hút giữ chặt, theo như hình 3. 


Khi mẫu phân tích là hợp chất có tính acid hoặc tính base, cần phải 
thận trọng khi chọn lựa pha tĩnh. Thực nghiệm cho thấy các hợp chất có tính 
acid bị pha tĩnh alumin giữ chặt và ngược lại, các hợp chất có tính base bị 
silica gcÌ níu giữ rất mạnh. Trong thực tế, sử dụng alumin rất thích hợp để 
tách các hợp chất có tính base thí dụ các hợp chất amin... và silica øel rất hiệu 
quả để tách các hợp chất có tính acid như phenol, acid carboxyli... 


% Lực lôi kéo của dung môi đối với chất tan: Có hai loại lực xây ra 
_ trong quá trình đung môi lôi cuốn chất tan. 


Lực đầu tiên là nhờ độ hòa tan, nghĩa là mẫu cần phân tích có khuynh 
hướng hòa tan vào dung môi, nên khi dung môi di chuyển đến đâu thì mẫu 
chất bị lôi kéo theo đến đấy. Trong trường hợp này, dung môi phải hòa tan 


được chất tan và đủ hiệu quả để loại bỏ khả năng chất hấp thu muốn níu giữ 
mẫu chất lại. 


Lực thứ nhì là hiện tượng thay thế chỗ (sự cạnh tranh chỗ): Trong 
trường hợp các phân tử mẫu chất có thể gắn vào pha tĩnh nhờ các đặc trưng 
như nối hydrogen, tương tác lưỡng cực... nếu phân tử dung môi cũng có 
những đặc trưng trên, phân tử dung môi này sẽ cạnh tranh, giành lầy chỗ của 
pha nh và đẩy phân tử mẫu chất rời xa pha tĩnh. Người ta nhận thấy các 
dung môi proton như etanol, metanol, ac:2 zccc cạnh tranh giành chỗ trên 
sica gel đố! +'*....... ---: hân cực rất hiệu quả. 
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Ứng dụng của hiện tượng trên là khi sắc ký lớp mồng silica gel với 
những hợp chất có tính phân cực mạnh, thường cho vết kéo thành vệt dài; để 
khắc phục, chỉ cần thêm 1-2 giọt acid acetic vào hệ dung môi giải ly đang sử 
. dụng (# 10ml) sẽ thấy vết hiện tụ gọn lại. 


Hợp chất 5-decen có tính 
kém phân cực nên ít bị 
silica gel níu giữ, vì thế 
theo dung môi đi lên cao 


Hợp chất acid benzoic có 
tính phân cực mạnh nên bị 
Silica gel níu giữ mạnh, khó 
theo dung môi đi lên cao 
mà ở lại gần mức xuất phát 


` 


Bán mỏng 
tráng silica 
gcl 





Hình 3: Minh hoạ tính hấp thu mạnh / yếu của pha tĩnh silica gel đối với - 
các loại hợp chất có tính phân cực khác nhau 


\ 
1.3 Các chất hấp thu dùng trong sắc ký lớp mỏng (xem lại chương 
sắc ký cột) 

Tất cả các chất hấp thu sử dụng cho sắc ký cột đều có thể áp dụng cho 
sắc ký lớp mỏng, tuy nhiên điểm quan trọng cần lưu ý là kích cỡ của hạt và 
độ đồng nhất của các hạt hấp thu, vì điều này quyết định độ bám dính của 
chất hấp thu lên bể mặt tấm bản móng. Các hạt phải đồng đều và có đường 
kính trong khoảng 10 - 25ttm. Trong kỹ thuật sắc ký cột, người ta không dùng 
cỡ hạt như trên vì hạt quá mịn, làm cản trở dòng chảy của dung môi giải ly, 


Một số chất hấp thu dùng trong sắc ký lớp mỏng được trình bày trong 
bảng 2. | | | 


1.3.1. Silica gel 


Silica gel là chất hấp thu được sử dụng thông dụng nhất. Cấu trúc hoá 
học của silica gel đã được trình bày trong chương sắc ký cột. 
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Trong silica gel thương phẩm, nếu có tiếp vĩ ngữ “G” nghĩa là silica gel 
có trộn thêm chất dính sulfat calci nửa phân tử nước [CaSO¿ (0,5 HO)]. Sự 
hiện diện của ion calci hầu như không cản trở quá trình sắc ký. Người ta 
thường trộn chất dính ở tỉ lệ 10% (w/w). Hiện nay, các tấm bản mỏng silica - 
gcl có cỡ hạt 10 um, chiều dây lớp tráng là 250m, phù hợp để tách các hỢp 
chất có trọng lượng phân tử 500-1000 Dalton, Có loại kỹ thuật mới là sắc ký. 
lớp mỏng hiệu năng cao (HPTLC) sử dụng silica gel cỡ hạt 5-6 tim sẽ gia 
c¡ng vận tốc và khả năng tách các chất. 





_ n OH _ —— ØH 
———#_ Z0. 
.O. O—&i „5< So 
„Si ¬s/ o Ø \ỌÓ òð 
Ọ O `. / ị 0 | \ 
§ TS ƯỜI - si +2Ø—Si<e 
/Ñ O 
—O xế 
Cấu trúc bể mặt silica gel Hạt silica gel 


Các tấm bản mỏng silica gel tráng sẵn thường có trộn thêm chất phát 
huỳnh quang, được-ghi trên hộp là silica gel 60 ÿF›sa. Cũng có khi nhà sản 
xuất trộn thêm nitrat bạc giúp tách tốt hơn nhữn g hợp chất bất bão hòa nhất là 
các hợp chất alcen. 


Loại silica gel G hoặc alumina G dùng cho sắc ký lớp mỏng, có cỡ hạt 
mịn, nên không thể sử dụng được cho sắc ký cột, vì trong cột, những chất hấp 
thu này sẽ kết chặt lại với nhau làm tắt dòng chảy của dung dịch giải ly. 


Chất hấp thu cho sắc ký lớp mồng cũng có thể là siica. gel pha đảo, 
thường là C-2, C-8, C-12 và C-18. Khi pha tĩnh tráng silica gel C-18, pha tĩnh 
này có tính chất không phân cực, hấp thu mạnh các hợp chất không phân cực. 
Khi giải ly bản mỏng bởi loại dung môi phân cực, các chất phân cực của mẫu 
chất, do không bị pha tĩnh níu giữ mạnh, sẽ được giải ly đi lên trên cao, còn 
các chất không phân cực của mẫu chất sẽ ở vị trí thấp; nghĩa là thứ tự các loại 
hợp chất phân cực và không phân cực hiện diện trên bản có trật tự ngược lại 
với bản trắng silica gel thông thường. Phương pháp này được gọi là pha đảo 
(reversed phase). 


SẮC KÝ LỚP MÔNG 


So với sắc ký lớp mỏng pha thường, sắc ký lớp mỏng pha đảo có một số 
ưu điểm như: tính chọn lọc cao, tách tốt các hợp chất không phân cực, nhưng 
có giá tiền đắt gấp hai mươi lần. 








—————_—_—__—___ 


Lớp móng dùng để tách hai đối phân: Pha tĩnh cho sắc ký lớp mỏng có 
_ thể là loại dùng để tách hai đối phân. Pha tĩnh là silica gel pha đáo có tẩm tác 
chất thủ tính là Cu(II) và dẫn xuất của prolin. 


1.3.2. Kieselguhr (celite) 


Äieselguhr là khoáng thiên nhiên. Thành phần của kieselguhr thay đổi 
tùy theo nguồn khoáng và quá trình tuyển khoáng. Phần lớn các loại khơáng 
kieselguhr đều chứa 10% là nguyên liệu kieselguhr còn khoảng 90% còn lại 
là SiOa, AlOa, FezOs, MgO, Na;O, KaO, CaO, TiO; ở các tỉ lệ khác nhau. 


Nguyên liệu này là những hạt có độ rồng lớn, có diện tích bể mặt lớn, 
có tính chất hấp thu rất nhỏ. Vì những đặc tính nêu trên, nguyên liệu này 
được sử dụng để làm pha tĩnh cho kỹ thuật sắc ký phân chia. T rong sắc ký lớp 


mỏng, người ta hay trộn thêm sulfat calci 15%. 
1.3.3. Alumina 


Alumina là chất hấp thu mạnh, hoạt động như một chất ion lưỠng cực 
tuỳ theo dung môi sử dụng (vì alumina có loại kiểm, trung tính hoặc ac:d). 


Alumina kiểm, khi sử dụng với dung môi hữu cơ, sẽ hấp thu các chất 
thơm, hydrocarbon bất bão hòa, carotenoid, steroid, alcaloid và nhiều loại 
hớp chất tự nhiên khác. Trong dung dịch nước hoặc dung dịch alcol-nước, đặc 
tính trao đổi của nó càng rõ nét hơn, nên nó có thể hấp thu các hợp chất như: 
phẩm nhuộm có tính kiểm, amino acid có tính kiểm, cation vô cơ, 

Alumina trung tính sử dụng chủ yếu với các dung môi hữu cơ, thích hợp 
để tách các chất dễ bị hồng. 


Alumina acid dùng để tách các hợp chất có tính acid hoặc trung tính với 
điều kiện các chất này không bị hủy hoại bởi acid. Trong môi trường nước 
- hoặc alcol, alumina acid được dùng như chất trao đổi ion. ' 
Alumina có thể xúc tác các phản ứng nội phân tử hoặc liên phân tử, 
nhất là với các hợp chất có tính nhạy cảm với kiểm. Thỉ dụ: phản ứng khử 
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nước, sự dịch chuyển nối đôi, sự mở rộng vòng... Điều này khiến các nhà hóa 
học chuộng sử dụng silica gel hơn. 


1.3.4. Bột giấy (cellulose powder) 


Thoạt tiên, người ta nghĩ rằng không cần sử dụng bản mỏng trắng bằng . 
bột giấy vì có thể sử dụng trực tiếp sắc ký giấy, tuy vậy bản mỏng tráng bằng. 
bột giấy có ưu điểm riêng. Trong giấy, cellulose có dạng sợi, các sợi này khi 
năm cạnh nhau sẽ tạo thành mạng lưới với các lỗ rỗng to. Khi giải ly, dung - 
môi di chuyển dọc theo bể mặt sợi và các lỗ rỗng sẽ được phủ đầy dung môi. 
Như thế, các chất tan bị phân tán nhiều trong lỗ rỗng khiến cho các vết sắc 
ký sẽ to hơn. Nếu các sợi được nén quá chặt, vận tốc dòng chảy sẽ rất chậm. 
Ngược lại, các lớp bột cellulose là sự tủa của những hạt cực mịn, cùn ø cỡ nên 
các khe hở nhỏ và đồng đều nên dung môi giải ly di chuyển đều đăn, sự tách 
hiệu quả hơn. Bột giấy hấp thu nước, nước bị giữ trong cấu trúc 
glucopyranose bằng nối hydrogen, vì thế quá trình sắc ký xảy ra theo cơ chế 
phân chia. 


Sắc ký sử dụng nguyên liệu cellulose chủ yếu để tách các hợp chất háo 
nước (hydrophilic) thí dụ như: amino acid, đường, ... trái ngược với silica gel 
hay alumina dùng để tách các hợp chất ky nước (hydrophobic). 


Có nhiều loại dẫn xuất khác nhau của cellulose được nhà sản xuất điều 
chế để sử dụng như những chất trao đổi ion. _ 


đŒ) Cellulose dietylaminoetyl (DEAE;: do phản ứng giữa cellulose với 2- 
cloro- l-dietylaminoety], clorhydrat (Cellulose.OH + CÌCH;COONa-> 
Cellulose - OCHzCOONa) | 


DEAE hoạt động như một chất trao đổi anion mạnh và DEAE mang 
điện tích dương khi ở môi trường pH trung tính hoặc acid. Nó được sử dụng 
trong kỹ thuật sắc ký trao đổi ion để tách những hợp chất mang điện tích âm. 
Do đặc tính háo nước nên DEAE thường được sử dụng để tách các protein, 
_ acid nucleiïc. : | 


b) Cellulose carboxymetyl (CM): từ sự tổng hợp acid monocloroacetic 

với cellulose, được sử dụng như một chất trao đổi cation yếu. 
Cellulose-OH + CICH;CH;N(C;H¿); —› Cellulose-OCH;CHạN(C;H;); - 
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__ 1.3.5. Lớp polyamid 

Người ta cũng tráng bản bằng polyamid thường là polyamid 6 hoặc 
polyamid 11. Thí dụ polyamid 6 là polycaprolactam hoặc Nylon 6.6 (tức là 
polyhexametylendiaminoadipat), còn polyamid 11 là polyundecanamid. 

Loại này dùng để tách các hợp chất có tính phân cực nghĩa là các hợp 
chất có thể tạo nối hydrogen với nối amid, nên người ta thường dùng để tách 
các chất như amino acid, acid carboxylic, hợp chất phenol. 

1.3.6. Sephadex (R) 

Nguyên liệu để tráng bản mỏng là gel dextran tạo mạng ngang. 
Sephadex (R) có nhiều kích cỡ hạt (gel khô) nhưng chỉ có loại hạt Cực mịn 
(10-40 km) mới phù hợp để tráng bản. Lớp mỏng tráng lên tấm kiếng là 
những hạt cực mịn của gel Sephadex có cỡ hạt 10-40 trm, bề đầy lớp mồng là 
0,4 -1,0 mm. | 

Sephadex (R) chỉ được sử dụng để tách chất sau khi đã được. làm 
trương nở hoàn toàn, bởi vì chúng được sử dụng như là loại sắc ký lọc gel (lọc 
theo kích thước). Người ta thường sử dụng loại gel này để xác định nhanh 
trọng lượng phân tử của các protein. Loại sắc ký này tiến hành rất chậm và 
_ dễ gây nhiều rắc rối, tuy vậy cho kết quả tốt hơn là sắc ký lọc gel bằng cột. 
Bảng 2: Một vài loại Sephadex (R) sử dựng trong sắc ký lớp mỏng. 


Loại Sephadex ® Khả năng hấp thu Tách chất theo trọng 
lượng phân tử (Dalton) 
100 - 5.000 


G-50 _ 503403 | s00 -l00p | 
__ 75‡05 |. 1.000 — 50.000 
10,0 # 10 
G200 200x420 |. 5.000 ~ 200.000 
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1.4. Chất cho thêm vào (additives) 


Các chất hấp thu thương mại đều có trộn hoặc không trộn thêm chất kết 
đính hoặc chất chỉ thị phát huỳnh quang. Chất kết dính giúp cho hấp thu bám 
tất vào tấm kiếng hoặc tấm plastic, hoặc giúp cho lớp mỏng thêm bền, không ˆ 
hị trầy sước. 


Tuy vậy, đôi khi cũng có một vài nhược điểm, thí dụ khi chất bám dính 
là tứnh bột hoặc là một vài loại nguyên liệu có nguồn gốc polimer: ở giai 
đoạn làm hiện hình các vết trên tấm bản bằng những dung dịch tác chất có 
tín]: ăn mòn, tấm bản mỏng sẽ bị hư hại. Tấm lớp mỏng có trộn thêm chất 
bám dính sulfat calci sẽ không phù hợp khi giải ly bằng dưng môi là nước lý 
đo sulfat calci hòa tan nhẹ trong nước. 


VớI silica gel, người ta thường trộn thêm 10% (w/w) sulfai calci 
íCaSO; (0,5 H;O)] để giúp bám dính trên bản mỏng. Trong thương mại, các 
nhà sản xuất ký hiệu là silica gel G. Sự hiện điện của ion calci hầu như không 
ltàntản trở quá trình sắc ký. 


1.5. Dung môi giải ly 


Các đơn dung môi được sắp xếp theo tính phân cực tăng dần theo hằng 
số điện môi (dielectric constant) hoặc momen lưỡng cực-hoặc các chỉ tiêu 
khác, được trình bày trong bảng 3 và bảng 4. 


Thứ tự sắp xếp độ phân cực của dung môi trong các tài liệu tham khảo 
đôi khi có chênh lệch nhau do các tác giả đã đo độ phân cực của dung môi 
theo những tiêu chí khác nhau. 


Nguyên tắc chọn dung môi: Nên chọn loại dung môi rẽ tiền, vì phải 
cần một lượng lớn, có độ tinh khiết cao, tránh có chứa các vết kim loại. Dung 
môi không được quá dễ bay hơi, thí dụ etyl eter, nhiệt độ sôi # 35°C, gần 
bảng nhiệt độ của phòng thí nghiệm vào mùa nóng (miền nam Việt Nam). 
Dung môi dễ bay hơi sẽ đề dàng bay đi khỏi tấm lớp móng sau khi giải ly. 
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Bảng 3: Các dung môi có tính phân cực tăng dân dựa vào hằng số điện 


mÔI.. 
















Hằng số điện 
Dung môi sôi (°C) | môi e (ở 25°C) 


Momen 
lưỡng cực lu 






Pentan 
n-Hexan 68,8 
Ciclohexan 80,8 


Tetraclorur carbon CCI, 76,7 22 | 00 Ÿ| 
1,4-Dioxan ' 101,4 0.4 
Trietylamin (CH;CH;)s;N 890 0,8 


Benzen 


L 801 | 23 —_ 
Toluen CH-CH | 106 | 24 | 04 —„ 
| 42 | 26 — 












Sulfur carbon CS› 46,2 






Dieyleer CH;CHOCHCH | 3446 | 42 -| 
Dimetylsulfoxid (Viết tất là DMSO) | 1890 | 47 
Cioroform 

Clorobenzen 
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| Dimetylformamid (Viết tắt là DME) | 15/0 |_ 367 — 


Nước - | 
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Bảng 4: Các dung môi được sắp xếp theo tính phân cực tăng dần, dựa 
vào lực dung môi giải ly e° xác định trên alumn. 


1,2-Dicloroetan 
Etyl mety] ceton 
Aceton 

Dioxan 


Metyl acetat 


l-Pentanol 





Một mẫu chất cần phân tích có chứa nhiều cấu tử khác nhau. Khả năng 
tách riêng các hợp chất này bằng sắc ký lớp mỏng tùy thuộc vào tỉ lệ phân 
phối của các hợp chất này giữa chất hấp thu và dung môi giải ly. Muốn thay 
đổi khả năng tách, người ta thay đổi thành phân các dung môi sử dụng để giải 
ly. Thường người ta giải ly với hỗn hợp hai dung môi, khả năng giải ly tăng 
mạnh dân của các loại hỗn hợp dung môi được trình bày trong bảng 5. 

VỀ nguyên tắc tổng quát, nếu có thể, nên tránh sử dụng hỗn hợp dung 
môi có nhiều hơn hai cấu tử, vì hỗn hợp phức tạp như thế dễ dàng dẫn đến 
việc thay đối pha khi có sự thay đổi nhiệt độ. _ 

Sự lựa chọn dung môi để tách tốt các chất khác nhau vẫn tùy vào kinh - 
nghiệm cá nhân, nhưng những hiểu biết về đặc tính của hợp chất cần phân 
tích sẽ giúp ích cho người nghiên cứu. 
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Bảng 5: Các hỗn hợp hai dung môi được sắp xếp theo khả năng giải ly 
tăng dần. Sắp xếp từ trên xuống dưới; hết cột bên tri, tiếp theo cột bên phải. 
(Chỉ có giá trị đối với những chất hấp thu có tính ái nước). 
|Bemen [| —— | [CVclohexan:etylaceta 


[Benzeneloofoem | 1:1 | 
Cloofom | _ | | Cloroform:metanol 
Cloroform: aceton 7:3 


Cyclohexan: etyl . &: 2 
acetat 


| Butyl aceta: metanol J 99; _ 


|Benzenaeeton | 9 | 
|Benzen: dieyleter | 1:9 _ 
đietyÌ eter: metanol 






































Cloroform: dietyl 
eter 


95:5- 


Benzen: dietyl eter - 
Cyclohexan: etyl 
acetat 
_| Cloroform: diety] 6: 2 
©ter 


_Cloroform: metanol | 99:1 _ 
Behzen:metanol | ọ:¡ _] 


Benzen: dietyl eter 
Benzen: etyÌ acetat 1:1 2- 
_ | Cloroform: đietyl | 





diety] eter 
Ety] eter: 

đimetylformamid 
Etyl acetat 


















Etyl acetat: metanol 


Benzen: aceton _: 
Cloroform: metanol 9:1 - 


Dloxan: nước : 
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2. CÁC CHUẨN BỊ TRƯỚC KHI SẮC KÝ LỚP MỎNG 


2.1. Chuẩn bị vi quản 


Vi quản là một ống thủy tỉnh có đường kính trong của ống phải nhỏ, _ 
khoảng 1-2 mm, một đầu được vót nhọn. Các nhà sản xuất có bán sẵn các vị 
quản có khắc độ trên thành ống để tiện biết thể tích dung dịch sử dụng. 


Trong phòng thí nghiệm, sinh viên có thể tự kéo vi quản cho mình. Lấy 
một ống thủy tinh có đường kính 1-2 mm, dài 10-20 cm (loại dùng để đo 
điểm nóng chảy). Hai tay cầm 2 đầu ống, hơ đoạn giữa ống trên một đèn côn, 
vừa hơ vừa xoay vòng vòng để khoảng vùng chính giữa của ống được nóng 
đều. Khi nhận thấy thủy tính mềm dẻo có vẻ như muốn nóng chảy, dùng hai 
ngón tay nắm hai đầu ống kéo dang ra xa (về hai phía), thủy tính của ống sẽ 
dẫn dài ra. Nhớ hai tay vẫn luôn giữ hai đầu ống, chờ đến khi thủy tinh nguội, 
đông cứng lại mới thôi, nếu không, ống còn nóng sẽ chảy còng queo. 

Mỗi sinh viên chỉ cần chuẩn bị một vài cây vi quản có chiều dài vừa 
tâm lòng bàn tay. Một ống vi quản có thể sử dụng để chấm nhiều loại mẫu 
dung dịch khác nhau, chỉ cần sau mỗi lần sử dụng, rửa sạch vi quản bằng 
dung môi hữu cơ thí dụ như aceton. 


(): Hai tay cẩm vị quản hơ trên ngọn lửa 
xanh của đèn cồn và vừa xoay tròn để | 


(2) 
vi quản nóng chảy đều. : 
(2): Khi thấy vi quản vừa nóng chảy: vừa 
đem vị quản tránh khỏi ngọn lửa, vừa 


kéo hai đầu ống dang ra xa; rồi giữ yên 
cho đến khi thủy tỉnh đặc cứng trở lại s 
. _ Đèn côn 


Dùng một lọ thủy tỉnh nhỏ, chứa một ít aceton để dành rửa vi quản. Khi 
aceton trong lọ hết, thì châm mới thêm một ít. Lọ này có nắp bằng nhựa. Soi 
thủng nắp nhựa một lỗ sao cho vừa đủ lọt ống vi quản. Khi cần chấm mẫu, rút 
vi quản ra khỏi lọ aceton, dí nhẹ đầu vi quản lên một tờ giấy thấm để hút bỏ 
aceton đang có trong ống, nhúng đầu vi quản vào dung dịch mẫu cần sắc ký 
để chấm lên bản sắc ký. Tiếp theo, muốn dùng vi quản đó để chấm vào dung 
dịch mẫu thứ nhì thì rửa ống vi quản vài lần với aceton: nhúng vi quản vào lọ 
aceton, rút ra và dí vị quản lên tờ giấy thấm, rồi lại rửa với aceton... thực hiện 
_ vài ba lấn là vi quản sạch để tiếp tục làm VIỆC với mẫu dung dịch khác. 
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Không nên kéo vô số ống vi quản để mỗi cây vi quản cho một loại 


dung dịch: rất phí thời giờ, mà các ống dùng rồi nếu vô ý vứt bừa bãi dễ gây 
tai nạn cho người khác, vừa mất công đổ bỏ. 


2.2. Chấm mẫu lên tấm bản mỏng 


Chuẩn bị tấm bản mỏng: Với các bản dùng để theo dõi sắc ký cột có 
thể tiết kiệm với bản có chiều dài 5 cm. Với bản dùng để đo Rf, để sau này 
công bố kết quả, nên có chiều dài 10 cm. 

Từ tấm bản mỏng thương mại 20x20 cm, dùng kéo cắt các bản với kích 
thước cần thiết. Lưu ý sao cho tấm bản mỏng phải lọt được vào bình giải ly. 


Dùng bút chì để vạch nhẹ các nét mức xuất phát và mức tiền tuyến 
dung môi. | 






0,5 cm‡ Vi quản 
Tiên tuyến 
= dung môi ¬NG 
Mức . 
Xiất phấE Tay cầm vi quản 
để chấm dung dịch 
l cm ‡ Z.. mẫu lên bản mỏng 
Dùng bút chì vạch Bản mỏng 


dấu trên bản mỏng 


X Chuẩn bị dụng dịch mẫu: Với mẫu là chất lỏng. có thể chấm trực tiếp 
mẫu lên bản mỏng: trường hợp đây là dung dịch quá sệt, có thể pha loãng 
mẫu. Với mẫu là chất rắn, phải hòa ẫ 
phà hợp, với nông độ 2-5%; dung môi hòa tan mẫu không nhất thiết phải là 
dung môi giải ly. 

Nhờ một vi quản, đặt dung dịch mẫu lên bể mặt của tấm sắc ký lớp 
mỏng một cách thận trọng, tránh không làm lũng bể mặt của lớp mỏng. Thao 
_ tác: cầm vi quản (hoặc một ống nhỏ có khắc độ bằng thủy tinh để rút dung 
dịch) nhúng vào dung dịch mẫu, lực mao dẫn sẽ tự hút dung dịch lên vi quản, 
rồi đặt đầu vi quản chạm nhẹ lên bể mặt của tấm lớp mỏng, dung dịch trong 
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ống sẽ chảy ra và thấm lên tấm lớp mỏng. Phải nhanh chóng nhấc vi quản rời 
khỏi tấm lớp mồng, để vết chấm chỉ lan rộng ra thành vết tròn có đường kính 
từ 2-5mm. 


Sắc ký lớp mỏng /à phương pháp định tính vì thế mỗi vết chấm trên bản 
không nên chứa nhiều hơn 12 ug (10 Hg là tối ưu) mẫu chất. Với một mẫu, có 
thể chấm nhiều lần, nhưng giữ cho vết chấm đừng lan rộng ra trên bản, vết 
phải có đường kính từ 2-5mm; muốn thế, sau mỗi lần chấm, dùng miệng thổi 
hơi nhẹ hoặc dùng máy sấy nhẹ để dung môi bay đi khỏi vết chấm, rồi mới 
chấm tiếp theo vài lần nữa cho đến khi đủ lượng cần cho một vết chấm. 

Sau khi chấm hoàn tất, dùng máy sấy nhẹ để dụng môi bay đi khôi vết 
chấm, rồi nhúng bản vào dung dịch giải ly; điểu này đặc biệt cần thiết nếu 
dung dịch pha mẫu là nước hoặc loại dung môi có độ bay hơi kém. 





Mỗi mẫu chấm một vết — 
ý : ó thể ch au thành một vệt dài 
Các vềt cách nhau l cm. Có thể chấm mẫu thành một vệt dài 


A và D cách bìa 1.5 cm nhưng nhớ vẫn phải chừa hai bên lẻ 


Nếu cần khảo sát một lượt nhiều mẫu khác nhau, chuẩn bị các dung 
dịch mẫu này, mỗi dung dịch mẫu chấm một chấm lên cùng một bản, vết này 
cách vết kia 1 cm. Hai vết ở ngoài bìa phải cách bờ cạnh 1,5 cm (đối với bản 
có kích thước 20 x 20cm). 


Với bản sắc ký lớp mỏng điều chế, dung dịch chất mẫu sẽ được chấm 
lên bản thành một đường dài, đều, dọc theo mức xuất phát. Có thể áp dụng 
khoảng 10 mg cho một bản có kích thước 20 x 20cm và chiều dây bản 5 mm. 
Trên mức tiên tuyến dung môi (cách bờ cạnh trên 0,5-] cm), nên dùng một 
đầu viết chì vót nhọn vạch một đường hằn xuống lớp hấp thu. Làm như thế, 
khi dung môi giải ly đi lên đến đâu trên sẽ bị buộc phải ngừng lại, giúp cho 
mỗi bản sẽ có kết thúc giống như nhau. _ 
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Khi dung môi lên đến đầu trên của bản, không nên để bản ở lâu trong 
bình; nên lấy bản ra khỏi bình giải ly, vì sự khuếch tán và sự bay hơi dung 
môi có thể làm các vết vừa tách được sẽ bị trải đài ra. 

Ngoài ra, các nhà sản xuất có bán sẵn các thiết bị tự động để chấm mẫu 
lên lớp mỏng. Các loại thiết bị này giúp chấm dung dịch mẫu lên lớp mỏng 
với lượng thể tích xác định chính xác. 


2.3. Giải ly bản mỏng | 
2.3.1. Chuẩn bị bình giải ly bản mỏng 


Chuẩn bị bình có kích thước lớn hơn một chút so với kích thước của bản 
móng. Kích thước của bình và lượng thể tích dung môi giải ly sẽ ảnh hưởng 
lên giá trị Rf của mẫu. Cần sử dụng bình nhỏ nhất nếu có thễ vì như thế bầu 
khí quyển sẽ nhỏ nhất. 


Cho dung môi hoặc hỗn hợp dung môi vào bình. Với sắc ký lớp mỏng 
định tính, chỉ cần một thể tích khoảng 10 mì dung môi. Quan sát chiều dây 
của lớp dung môi tron 8 bình giải ly: không được cao quá Ì cm, bởi vì các vết 
chấm mẫu trên bản mồng cách bìa là 1 cm. 


Nếu sắc ký lớp mồng với các tấm bản lớn, sử dụng bình lớn, phải tí-n 
toán thể tích dung môi cân dùng để chiều dây của lớp dung môi trong bìnk, 
không cao hơn khoảng cách của vết chấm trên bản mỏng (vết chấm trên bản 
móng không được ngập vào trong dung môi khi vừa mới thả bản vào bình). 


Trước khi cho tấm bản mỏng vào bình, bình cần được bão hòa dung 
_ môi để có một bầu khí quyển đồng nhất, thực hiện bằng cách phủ bê mặt 
trong của bình bằng một tờ giấy lọc, nghiêng đảo nhẹ bình giải ly để dung 
môi thấm ướt tờ giấy lọc. Một hậu quả dễ thấy là nếu bình không được bão 
hòa dung môi, khi dung môi giải ly là hệ hỗn hợp, mức tiền tuyến dung môi 
sẽ có hình lõm (hình lòng chảo) do dung môi đi ở hai bên cạnh nhanh hơn đi 
Ở giữa bản. ệ | 

- Đặt tấm bản mỏng %ào bình triển khai, cạnh đáy của bản ngập vào 
dung dịch giải ly khoảng 0,5-1,0 em. Hệ dung môi dung ly phù hợp là sau khi 
giải ly, hệ sẽ cho các vết chính có Rf khoảng từ 0,3 đến 0.6. 
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2.3.2. Các kỹ thuật giải ly bản mỏng: Có nhiều phương pháp triển 
khai sắc ký lớp mỏng 








Máng chứa n t6 
dung môi giải ly Tâm 
giấy lọc 










Bình giải ly cho. 
bản cỡ lớn, giải 

ly với kỹ thuật 
dung môi đi xuống 


Các vết 
chấm mẫu 


. Tấm bản 
mỏng 





a) Giải ly để dung môi giải ly di chuyển xuống: Trong kỹ thuật này, sau 
khi bình đã bão hòa dung môi, người ta đặt tấm lớp mỏng vào bình khai triển, 
để cho các vết chấm mẫu ở phía trên cao, gần với nắp đậy bình. Ở phía trên 
cao của bình triển khai, có một máng nhỏ chứa dung môi giải ly. Người ta 
cho một tờ giấy lọc (có chiểu ngang bằng với chiều ngang của tấm lớp mỏng) 
vất ngang từ máng qua tấm lớp mỏng, để dung môi từ máng di chuyển đến 
cạnh đầu trên của tấm lớp mỏng, rồi đi xuống dưới thấp. 

b) Giải ly để dung môi giải y di chuyển lên: Sau khi bình đã bão hòa 
dung môi, người ta đặt tấm lớp mỏng vào bình khai triển, để cho các vết 
chấm mẫu ở bờ cạnh phía dưới gần đáy bình. Cạnh đáy của tấm lớp mỏng 
ngập vào dung dịch giải ly khoảng 0,5-1,0 cm. Lưu ý: các vết mẫu không 
được ngập vào dung môi giải ly, vì như thế mẫu sẽ khuếch tán ngay lập tức 
vào dung môi. Các vết này phải cách mặt thoáng của dung môi khoảng 0,5 
cm; nghĩa là các vết mẫu phải được chấm cách bờ cạnh khoản g1,0cm. 


~ 
Nắp đậy bình 


Kỹ thuật giải ly kiểu dung 
nôi đi lên nhờ lực mao dẫn 





Các vết chấm mẫu 
trên bản mỏng 
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€) Giải ly nhiều lần liên tiếp: Kỹ thuật được áp dụng để tách mẫu có 
chứa các hợp chất có Rf gần sát với nhau, thực hiện bằng cách giải ly nhiều 
lần liên tiếp với cùng một loại dung môi đã chọn. Mỗi lần giải ly xong, lấy 
_bản ra, sấy khô và cho vào trở lại để giải ly lần nữa. 








Giải ly nhiều 
lần liên tiếp 





Tách 1 lần - Tách 3 lần Tách 5 lần 
_ liên tiếp liên tiếp 
d) Giải ly hai chiêu: Kỹ thuật triển khai hai chiều rất phù hợp đối với 
mẫu là hỗn hợp nhiều nhóm hợp chất có tính chất khá khác nhau (và trong 
mỗi nhóm lại có chứa nhiều hợp chất có tính chất gân giống nhau). 
Kỹ thuật giải ly hai chiều 


Chấm mẫu lên Bản được giải ly lần 1 Bản được giải ly lần 2 


_ bản mỏng với hệ dung môi X với hệ dung môi Y 
W 
Xoay bản 902 


Mức xuất phát lần 





Mức xuất phát lần 2 


Trên tấm sắc ký bản mồng hình vuông, thí dụ 20 x 20 cm, chấm dung 
dịch mẫu cần phân tích lên ở góc phải, cách hai bìa một khoảng 2-3 cm (nhớ 
lưu ý vết chấm sẽ nằm ở vị trí cao hơn mặt thoáng của dung môi), giải ly với 
hệ dung môi X. Lấy bản ra, sấy khô, và xoay bản 90%, đặt trở lại vào bình sắc 

ký để được giải ly, nhưng với hệ dung môi khác, là Y. | 


'Quan sát bản mỏng nhận thấy: lân giải ly đầu tiên, bản tách ra cho thấy 
hỗn hợp có chứa năm hợp chất. Lần giải ly thứ nhì cho thấy một số vết của 
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TT" — —==---.ẽ-=.-—=-.---._......... 
_ lần tách đầu lại tiếp tục tách ra thêm một số chất nữa và hỗn hợp có chứa đến 
chín hợp chất. 


Luw ý: bản mồng là loại sắc ký với độ phân giải thấp, nếu sau khi giải 
ly, quan sát trên bản thấy có một vết không có nghĩa là một chất. Sắc ký lỏng 
hiệu năng cao HPLC là loại sắc ký với độ phân giải cao sẽ giúp kết luận số _ 
lượng hợp chất có trong mẫu chính xác hơn. 


3. THỰC HÀNH TRÁNG SẮC KÝ LỚP MỎNG 
3.1. Chuẩn bị tráng tấm bản mỏng 


Có thể sử dụng tấm bản mồng bán sẵn. Các nhà sản xuất thường bán 
các hộp sắc ký lớp mỏng, mỗi hộp 25 tấm, khổ 20 cm x 20cm. Chất hấp thu 
được tráng lên một giá đở, giá này có thể rắn chắc hoặc mềm dẽo, có thể là 
tấm kiếng, tấm nhôm, tấm bằng nhựa dẻo. Với các tấm bản mỏng thương 
mại, chất hấp thu được phun bằng á áp lực, nên nó bám rất chặt trên bề mặt giá 
đở tạo thành một lớp mỏng có bề dầy đều đặn (dây khoảng 0,3 mm), bể mặt 
đồng nhất, khả năng tách chất rất tốt. 


Trong phòng thí nghiệm, có thể sử dụng kéo để cắt tấm lớn nói trên 
thành nhiều tấm nhỏ với kích thước tùy ý, phù hợp với bình triển khai sắc ký. 
Cũng có thể tự tráng lấy lớp móng để sử dụng. 


Tấm giá đỡ để tự tráng thường là tấm kiếng. Các tấm kiếng có đủ kích 
thước, chỉ cần dùng dao cắt tấm kiếng lớn thành những tấm nhỏ với kích 
thước cần thiết, rồi mài giũa các cạnh cho tà để thao tác sau này được an 
toàn. 


Trước khi tráng, rửa kỹ tấm kiếng bằng chất tẩy rửa, rồi bằng nước; để 
ráo nước và làm khô. Cũng có thể rửa đợt chót bằng aceton, nhưng điều này 
không bức thiết; điều quan trọng là sau khi rửa sạch xong. không được chạm 
ngón tay lên bề mặt tấm kiếng. 


Chuẩn bị chất hấp thu bằng cách cho chất hấp thu vào nước theo tỉ lệ x 
gam chất hấp thu hòa trong 2 x ml nước. Khuấy chậm đều để có một khốt 
dòng nhai, khong lợn cợn, không bọt khí. Tổng thời gian khuấy (thí dụ cho 
một bản 20 x 20cm với 25g silica gel G và 50 ml nước cất) không lâu quá 100 
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gtây. Ngay lập tức, trải dung dịch này lên tấm mỏng theo một trong những 
cách trình bày tiếp sau. 


Nếu có dùng thêm chất bám dính, thời gian mất bốn phút kể từ khi 
khuấy trộn hỗn hợp đến lúc hoàn tất trải dung dịch lên tấm lớp mỏng. Có thể 
điều chỉnh đặc tính của chất hấp thu bằng cách sử dụng các dung dịch đệm, 
giúp cho lớp hấp thu mang tính acid mon g muốn. Cũng có thể trộn thêm các 
chất chỉ thị phát huỳnh quang hoặc trộn thêm nitrat bạc để bản mỏng sẽ tách 
tốt các hợp chất béo và các chất tương tự. 


Độ dây của lớp mỏng là yếu tố quan trọng nhất. Độ dầy chuẩn của lớp 
mỏng là 250 tm. Với sắc ký lớp mỏng điều chế, độ dây của lớp khoảng 
0,5-2,0 mm. Điều quan trọng là bể mặt các tấm này phải phẳng, không có 
những chỗ lỗi lõm bấtthường _ 


3.2. Các kỹ thuật tráng tấm lớp mỏng 
| Có bốn cách để tự tráng chất hấp thu lên bản mỏng. 
3.2.1. Trải (Spreading) 


Có nhiều cách trải nhưng đều có chưng một mục đích là làm sao để đạt 
được một lớp đồng đểu gắn chặt lên tấm giá, không có chỗ đóng cục cũng 
như không có lỗ rỗng do bọt khí. 


Các nhà sản xuất có bán sẵn dụng cụ dùng để tráng bản. Các tấm kiếng 
(thường có kích thước 20x20 cm) được xếp nằm kể nhau, cạnh sát cạnh, giữ 
chặt trong một khung phẳng bằng kim loại không rỉ. Khung này có mang một 
khối hộp nhỏ hình chữ nhật, có bốn cạnh, nhưng không có đáy. Hộp được đặt 
lên một tấm kiếng, nhưng có một gờ để kê cao lên, cho hộp này cách tấm 
kiếng một khoảng trống (khoảng này sẽ là chiểu dây của lớp hấp thu tráng 
phủ lên tấm kiếng). Cho dung dịch hấp thu vào hộp, kéo hộp dọc theo khung, 
từ đầu khung này đến đâu khung kia; dung dịch trong hộp chữ nhật sẽ trải 
đều lên các tấm kiếng. Để yên ngoài không khí các tấm kiếng vừa được tráng 
._ xong, cho đến khi ráo mặt và sấy trong tủ sấy. _ 
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Hộp chứa dung Bản sắp được tráng 
Máy tráng bản dịch silica gel 
bán tự động = 
Bản vừa 
được tráng ¬ \ ø 
xong F V«°® h _ 
s^-Z” N 


3.2.2. Rót (Pouring) 


Nhiều nhà hóa học không thích sử dụng thiết bị tráng. Họ thấy rằng nếu 
sử dụng chất hấp thu loại mịn, đều, không sử dụng thêm chất làm dính, thì 
người ta dễ dàng rót dung dịch hấp thu lên tấm bản mỏng. Muốn tráng bản: 
đặt bản trong lòng bàn tay trái, giữ cho các ngón tay đừng chạm vào thành 
ngang của bản (vì các ngón tay sẽ dính silica gel một khi silica gel đã nằm 
trên bề mặt), rót hết dung dịch silica gel lên bê mặt bản, rồi nghiêng nhẹ bản 
qua bên trái rồi qua bên phải để dung dịch silica gel phủ đều lên khắp bề mặt 
của bản. 


_ xi Becher đựng dung 
Tráng bản mỏng - dịch silica gel 


bằng phương 
pháp rót 





Tay trái cầm 
tấm kiếng sạch 


Thông thường, kỹ thuật này dễ dàng áp dụng cho các chất hấp thu như 
silica gel, alumina, tuy nhiên nếu chỉ dùng nước để trộn chất hấp thu thì đôi 
khi không đạt được một hỗn hợp huyền phù đồng nhất. Người ta chuộng sử 
dụng etanol-nước hoặc etyl acetat. 


Muốn biết số lượng chất hấp thu và dung môi cân để tráng đủ một tấm 
bản, phải tráng thử trước một vài bản. Khi có được một bản tráng đạt yêu cầu - 
thì những lần sau phải sử dụng đúng tỉ lệ đã thử. 
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3.2.3. Phun (Spraying) 


Cũng có thể sử dụng thiết bị để phun xịt hỗn hợp sệt dung dịch hấp thu 
lên tấm bảng, nhưng kỹ thuật này đường như không tốt hơn, hơn nữa không 
cho biết được độ dây của chất phủ, và không cho các bản tráng có cùng độ dây. 


3.2.4. Nhúng (Dipping) 

Có thể sử dụng kỹ thuật nhúng bản đối với các tấm bản có kích thước 
nhỏ, thí dụ như những tấm kính nhỏ (lame) dùng để nhìn mẫu chất qua kính 
hiển vi. 

Chất hấp thu có thể được hòa trong nước, khi nhúng, muốn cho chất 
hấp thu bám tốt vào bản, nên hòa chất hấp thu vào dung môi dễ bay hơi như: 
diclorometylen, cloroform, aceton... Số lượng tối ưu là khoảng 3 ml 
diclorometylen cho mỗi gam silica gel G sẽ cho dung dịch huyền phù hấp 
thu. 


Có thể nhúng một lần hai bản bằng cách kẹp hai bản sát vào nhau, sử 
dụng hai ngón tay để cầm phần đầu trên của hai bản, nhúng bản vào huyền 
phù, nhớ chừa lại phần bản đang được giữ bởi các ngón tay. Ngâm trong 
huyền phù khoảng hai giây rồi kéo bản lên chầm chậm ra khỏi dung dịch. 
Giữ yên một phút để dung dịch huyền phù rỏ xuống lọ và để phần lớn dung 
môi bay đi, tách hai bản ra riêng, đặt lên một tờ giấy thấm, để khô tự nhiên 
_-tong 5-10 phút ngoài không khí. Nếu chất hấp thu được hòa vào nước, sau 
khi lấy bản ra khỏi dung dịch, cần phải sấy bản ở 100°C trong vòng 30 phút. 


Ngón tay nắm một đâu bản, 
nhúng bản vào dung dịch trong lọ 


Tráng bản bằng 
phương pháp nhúng Hai bản được ghép 
| lại thành một 


Lọ chứa dung 
dịch chất hấp thu 
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Sau khi tráng bản xong, nếu muốn lưu giữ trong một thời gian ngắn, thì 
cất bản trong bình hút ẩm, còn nếu muốn trữ bản trong thời gian đài, không 
cần phải để trong bình hút ẩm, chỉ cần giữ bản trong một hộp đậy kín. 


Kỹ thuật này cũng không cho biết được độ dây của chất hấp thu tráng 
trên bản và có khi độ dầy cũng không đồng đều, tuy nhiên kỹ thuật này tiện 
lợi vì có thể tráng được nhiều bản trong một thời gian ngắn. 


3.3. Hoạt hóa chất hấp thu 


Hoạt tính của một chất hấp thu (tức khả năng giữ các loại chất giải ly) 
được xác định bằng cấu trúc hóa học và các đặc tính của nó. Thí dụ trong 
silica gel, có nhiều loại nhóm hoạt động thông qua nhóm OH, trong đó các 
nhóm silanol nằm ở trên bề mặt của silica 8el, giữ vai trò chủ yếu. Các chất 
cần sắc ký sẽ được hấp thu lên trên bể mặt của silica gel, bằng cầu nối 
hydrogen nối đến các nhóm silanol nằm ở trên bể mặt của silica gel (trong 
cầu nối hydrogen, các nhóm silạnol là chất cho hydrogen). Silica gel thường 
được xử lý bằng cách nung đến 120 -150°C để đuổi hết nước, để cho các 
nhóm hoạt động trên bề mặt silica gel được hoạt hóa. Tuy nhiên, khi bị nung 
lên 400-500°C, silica gel sẽ bị giảm hoạt, vì nếu nung như thế, hai nhóm 
silanol nằm kề nhau sẽ bị loại một phân tử nước, như thế làm mất đi nhóm 
silanol hoạt động nằm trên bể mặt của silica øel. 


Người ta chưa hiểu rõ bản chất các vị trí hoạt động của chất hấp thu 
alumina, tuy nhiên, trái ngược với silica gel, hoạt tính của alumina sẽ tăng 
khi gia tăng nhiệt độ nung, đôi khi lên đến 1000°C. Nhiệt độ tối ưu để hoạt 
hóa alumina chưa được xác định rõ, nhưng almina hoạt hóa hoàn toàn khi 
nung ở 400-450°C, trong 12-16 giờ. 


Độ hoạt tính của alunina được xác định theo thang Brockmamn. Hoạt 
tính của alumina có thể được điều chỉnh giểm: xuống bằng cách thêm một 
lượng nước chính xác vào bột alumina chứa trong một crien đậy kín, lắc đều 
trong vài g1ờ. | _ 

Alumina hạng I được điều chế bằng cách nung 400-450°C trong 12-16 - 
giờ 

-_ Alumina hạng ]I là alumina được thêm vào 3% nước 
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Alununa hạng HH là alumina được thêm vào 6% nước. 
Alumina hạng IV là alumina được thêm vào 10% nước. 
Alumina hạng V là alumina được thêm vào 15% nước. 


Người ta có thể đánh giá hoạt tính của lớp hấp thu bằng sắc ký lớp 
móng: tráng alumina (không có thêm chất dính) lên những tấm kính, thành 
một lớp dầy 0;6mm. Trên mỗi tấm kiếng, chấm một chấm 0,02ml của dung 
dịch p-metoxyazobenzen hoặc vàng sudan, hoặc đỏ sudan, hoặc 
p-aminoazobenzen (20 mg trong 50 mÍCCH,), hoặc azobenzen (30 mg trong 
30 ml CCL,). Giải ly bản mỏng bằng CC. Đo giá trị Rf của những chất màu 
sẽ biết được hoạt tính của alumina (bảng 6). 


Bản tráng bằng silica gel cũng được phân loại theo thang Brockmann. 
Cá hai loại chất hấp thu silica gel và alumina sau một thời gian tổn trữ và 
nhất là khi để ngoài không khí, sẽ hấp thu hơi ẩm của không khí và xuống 
hạng vì thế cần trữ bản trong bình hút ẩm. 


Bảng 6: Giá trị Rf của các phẩm màu trên lớp mỏng để xác định hoạt 
tính alumina theo thang Brockmamn. | 


 Hoạtđội | HoạtđộHI ] HoạtđộïV | HoạtđộV 
016 [| 040 ] 06 | 0gp _„ 
0,01 

| 010 | 033 | 056 2 










Phẩm màu 
_Azobenzen 
Metoxyazobenzen 
"Vàng sudan 






















3. 4. Hiện hình các vết sau khi giải ly 


Sau khi giải ly xong, các hợp chất có màu sẽ được nhìn bằng mắt 
thường, nhưng phân lớn các hợp chất hữu cơ không có màu, nên nếu muốn 
nhìn thấy các vết, cần sử dụng phương pháp hóa học hoặc vật lý. 

3.4.1. Phương pháp vật lý | 

'Có nhiều phương pháp khác nhau nhưng phương pháp thông dụng nhất 
là phát hiện bằng tia tử ngoại (UV). Các nhà sản xuất có bán sẵn dụng cụ để 
khảo sát bản mỏng bằng tia UV. Dụng cụ đơn giản gồm một thùng rỗng, được 
bao phủ chung quanh bằng vật liệu màu đen để tạo phòng tối; trên nắp thùng 
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có gắn hai bóng đèn UV với hai loại bước sóng là x = 254 nm và 366 nm. 
Thùng có cửa mở ở bên hông. Muốn nhìn bản bằng đèn UV: mỡ cửa, đặt tấm 
bản mỏng vào bên trong, ở đáy thùng, đóng cửa lại, bật công tắc cho đèn 
sáng và quan sát tấm bản mỏng từ bên ngoài, từ trên cao nhìn xuống ngang 
qua một cửa sổ bằng kiếng. 







Cử ể | 
“ửa số bằng kiếng để Hai bóng đèn đặt dưới nắp 


nhìn xuống đáy thùn >> =— . 


“To —ỚẰ ~T ~ 
—_— x5. 
—ỷ_——_” mi. 
"”œẰ 


Công tắc đèn 


Dụng cụ quan sát bản 
mỏng bằng đèn UV. 





Tấm bản mỏng 

đặt dưới đáythùng _ 
e Đèn chiếu tia UV 254 nm: Ánh sánh này để nhận ra các hợp chất có 

thể hấp thu tia UV. Các hợp chất sẽ tạo thành vết có màu tối sẫm. _ 


Nếu sử dụng bản mồng thương mại thí dụ silica gel 60 F 254, bản mỏng 
này là silica gel có trộn thêm chất chỉ thị phát huỳnh quang (silicat kẽm có 
Mn hoạt hóa) hấp thu ánh sáng ở bước sóng 254 nm, như vậy dưới ánh sáng - 
254nm, tấm bản sẽ có màu xanh lục sáng chói. Nếu trên tấm bản có một vết 
_ của hợp chất mà hợp chất này cũng hấp thu ánh sáng ở bước Sóng 254 nm, 
_ vết này sẽ che mất huỳnh quang, xuất hiện là một vệt tối trên nền sáng. 


e Đèn chiếu tia UV 366 nm: Ánh sáng này “dùng để phát hiện những hợp 
chất có phát huỳnh quang. Các vết của chất mẫu có màu sáng trên nền bản 
mỏng sẵm màu. ' 


e Một số điểm cần lưu ý 


% Có thể thay thế dụng cụ nêu trên bằng máy kiểm tra tiền, nhưng khi - 
sử dụng cần cẩn thận vì máy này không có thùng che chắn tia UV giống như 
dụng cụ nói trên, nhưng biết rằng tia UV có thể gây đột biến gen. 


*% Bản mỏng với chất hấp thu có trộn thêm chất chỉ thị phát. huỳnh 
quang có thể gây nên sự thay đổi vị trí của các vết trên bản: vết ở đúng vị trí 
này nhưng lại nhìn thấy vết ở vị trí khác, điều này gây nên những nhầm lẫn 
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tai hại (trình bày trong phần sắc ký lớp mỏng điều chế và xem thêm phần 
_ phụ lục, sự khúc xạ của ánh sáng). 


Chiết xuất khác nhau giữa 
vùng không khí bên ngoài 
và bên trong thùng dụng cụ 
đo UV, khiến cho tia sáng 
nhìn từ mắt quan sát viên 


>S 


r4 


—> 
—————— 
 —— ý 
+, 
,, 
#, 













bị lệch. : Sex SE” 
Quan sát viên nhìn thấy vết - 
ở vị trí biểu kiến của nó. Mắt nhìn thấy vết Vị trí thật 
ở vị trí biểu kiến của vết mẫu 


3.4.2. Phương pháp hóa học 


Phương pháp hóa học là phát hiện các vết bằng thuốc thử, bằng cách 
hòa thuốc thử vào một dung môi thích hợp rồi phun xịt dung dịch thuốc thử 
này lên bản mỏng. Thuốc thử sẽ kết hợp với các hợp chất để tạo ra các dẫn 
xuất có mầu. Các thuốc thử được xếp thành hai loại: đặc trưng và không đặc 
trưng. | | 

Thuốc thử không đặc trưng khi nó tạo vết có màu hầu hết với tất cả các 
loại hợp chất hữu cơ, thí dụ như: iod, acid sulfuric, rhodamin B, chất chỉ thị 
phát huỳnh quang. Ẵ 

Thuốc thử đặc trưng khi nó chỉ tác dụng với những hợp chất có chứa 
những nhóm chức hóa học đặc biệt, tạo vết có màu đặc trưng. Thí dụ: thuốc 
thử dinirophenylhydrazin tác dụng với những hợp chất có chứa nhóm 
carbonyl để tạo màu đỏ đậm. l 


Một vài thí dụ được trình bày trong bảng 7. 


Bảng 7: Một vài thuốc thử hiện hình sắc ký lớp mỏng. 
| Màuciavết | Hgpchất 
, Hợp chất hữu cơ nói 
chung. 

Hợp chất bất bão hòa 
Đa số các hợp chất hữu cơ 





Thuốc thử 
Hơi iod 


2,7-FÌluoresceIn 






Vàng hoặc nâu. 
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4. 
Dinitrophenylhydrazin 


Clorur antimony 


Bromophenol blue; Acid carboxylic 
Bromocresol øreen ị 
Diphenylcarbaz¡d Km loại 


Có rất nhiều loại thuốc thử đặc trưng cho những hợp chất hữu cơ khác 
nhau. 


% Hợp chất hiữu cơ: Rất nhiều loại hợp chất hữu cơ cho hiện hình màu 
vàng-nâu sậm khi xử lý bản mỏng với hơi iod. Thao tác bằng cách cho bản 
mỏng vào trong một bình đậy kín, bên trong có chứa vài tỉnh thể iod hoặc 
phun xịt tấm bản mồng với dung dịch 0,5% iod tron E cloroform. Trong đa số 
trường hợp, iod chỉ bám một cách cơ học lên bản, chớ không tạo phức với 
chất hữu cơ; vì thế, sau khi hiện hình bản bằng hơi iod, để bản ngoài không 
khí một thời gian, hơi iod sẽ bay khỏi bản, không còn nhìn thấy vết nữa. Lưu 
ý: với hợp chất có mang nhiều nối đôi C=C, hơi iod bám dính chặt luôn. 







Đồ- cam Aldehyd, ceton 





Steroid, hợp chất chị 
hoàn. 
Vitamin, carotenoid 










| % Các loại hydrocarbon: Đề phát hiện tất cả các loại hydrocarbon, sử 

dụng thuốc thử vạn năng KMnO//H;SO; (0,5g KMnO¿ trong 15 ml H;SO, 
đậm đặc, mỗi lần chỉ nên pha một lượng nhỏ dung dịch vì lượng lớn có thể 
gây nổ). Thuốc thử cho vết mẫu màu trắng trên nền bản màu hồng. 

% Các halogenoalcan: Được phát hiện bằng dung dịch nitrat bạc. Dung 
dịch thuốc thử sẽ tạo với mẫu để cho halogenur bạc, dưới tác dụng của ánh 
sáng, vết sẽ biến thành màu sậm. 

__ Các aldehyd, ceton: Dung dịch thuốc thử 2,4-dinitrophenylhydrazin 
tác dụng với aldehyd, ceton tạo thành dẫn xuất 2,4-dintrophenylhydrazon 
cho vết màu vàng đến cam, đồ tùy cấu trúc của hợp chất carbony]. 
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3.4.3. Phun xịt dung dịch thuốc thử lên bản mỏng 


Muốn khảo sát các hợp chất trên bản mỏng bằng các thuốc thử đặc 
trưng, phải thấm bản mỏng với dung địch thuốc thử, có thể thực hiện theo hai 
cách. 


* Phun xịt bản mỏng bằng bình phun xịt. Thuốc thử pha theo qui định 
và cho vào bình, thể tích thuốc thử chỉ được chiếm tối đa hai phần ba thể tích 
chứa của bình. Sử dụng khí nén hoặc dùng một ống bóp cao su để tạo sức 
nén, giúp dung dịch đi ra khỏi bình ở dạng giọt sương mịn. Phải bóp vài cái 
trước để tạo ra các giọt sương đều, rôi mới hướng đầu ra của bình vào tấm 
bản mỏng, sao cho hơi sương phủ đều lên bể mặt bản mỏng. 


Phương pháp có ưu điểm là dung dịch thuốc thử được sử dụng với lượng 
vừa đủ để tạo phần ứng màu với hợp chất trên bản mỏng, nhược điểm là cần 
có thao tác khéo léo chuyên nghiệp nếu không, dung dịch thuốc thử được phủ 
lên bản không đều, chỗ nhiều gây loang lỗ, chỗ ít không đủ để làm xẵất hiện 
vết. 

Thuốc thử phun xịt ra 
-„.. khỏi bình thành hơi sương 


`- 
_——= - 
^"*« 
¬ 










Quả bóp cao su 
để tạo khí nén 






Tấm bản mỗng 


Dung dịch thuốc thử 


*% Nhúng bản mỏng vào một lọ có chứa dung dịch thuốc thử. Ưu điểm 
của phương pháp này là dung dịch thuốc thử có thể phủ đều lên mặt bản; 
nhược điểm là các chất mẫu nằm trên bản, khi gặp một lượng lớn thuốc thử, 
chúng sẽ hòa tan luôn vào thuốc thử, có thể biến mất khỏi bản. Sau mỗi lần 
nhúng bản vào dung dịch, một lượng nhỏ chất hấp thu silica gel sẽ rơi vào 
dung dịch, sau một thời gian, đầy bình chứa đây silica gel, do đó phải thay 
dung dịch mới. s. | 
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Thường sau khi phun xịt dung dịch thuốc thử lên bản mỏng hoặc nhúng 
bản vào dung dịch thuốc thử, cần phải xúc tiến phản ứng bằng cách sấy nóng 
bản mỏng cho đến khi các vết xuất hiện. _ 

3.4.4. Lưu giữ vết để làm tài liệu 

Sau khi giải ly bản, cân ghỉ lại những thông tin cần thiết. Các chị tiết có. 
_ thể ghi lên mặt trước của bản bằng bút chì, hoặc ghi lên mặt sau bằng bút 
benzen. Các chỉ tiết như: dung môi giải ly, giá trị Rf của mẫu chất, hình 
dạng, màu sắc của vết, thuốc thử dùng để hiện hình các vết... 

Tờ bản mỏng cần được lưu trữ bằng cách bảo quản trong một bao 
plastic. Nhưng nếu để lâu, bản cũng sẽ bị phai màu hoặc hư hỏng. Tốt nhất là 
đối với các bản quan trọng cần phải lưu tài liệu, có thể làm các cách như sau: 

- Đặt tấm bản mỏng đưới một tờ giấy trong, dùng bút chì tô lại các vết 
đậm, nhạt, vị trí vết... | 

- Photocopy lại tấm bản mỏng. 


- Tốt nhất là chụp hình màu để lưu lại hình ảnh nguyên tấm bản với 
đầy đủ màu sắc của các vết. 

4. CÁC CÔNG DỤNG CỦA SẮC KÝ LỚP MỎNG 

Sắc ký lớp mỏng là công cụ cần thiết cho các nghiên cứu viên trong 
phòng thí nghiệm, trong một số công việc như sau: 

4.1. Để công bố đặc điểm của hợp chất vừa chiết tách cô lập | 

Để công bố các đặc điểm của một hợp chất, bên cạnh các số liệu phổ 

_RMN, các đặc tính vật lý như điểm nóng chảy (hoặc nhiệt độ sôï), năng lực 
triển quang... cũng cân cho biết giá trị R của hợp chất đó. 

Một hợp chất tỉnh khiết có một vết với sắc ký lớp mỏng, với giá trị Rr 
không đổi, trong một hệ dung môi dung ly xác định, bởi bản sắc ký của một 
lô sản xuất nhất định. | 

% Muốn đo.R¿: sử dụng thước để đo khoảng đường di chuyển của hợp 
chất và của dung môi. Thực hiện bài toán chia, kết quả R¿ là con số không có 
đơn vị, luôn luôn nhỏ hơn một (R¿< 1). Qui ước viết R¿ với hai con số lẻ sau 
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dấu phẩy. 
lền tuyến 
dung môi 5 : 2 ^^ 2, 
| Đoạn đường di chuyển của hợp chất 
=eb<+z.ltibeteedndu.2àz6¿'lưeleto0 /Êmb it kxiaithi nhu nh 
Đoạn đường di chuyển của dung môi 
b=§,5lcem 






= 0,4411=0,44 





ˆ* 


ức xuât phát 





Nếu vết mẫu hiện trên bản mỏng là một vết tròn, nhỏ, đo khoảng cách 
từ mức xuất phát đến tâm của vết đó. Nếu vết mẫu quá to, phải thực hiện sắc 
ký bản mỏng lại, giảm lượng mẫu chấm, sao cho vết hiện nhỏ, gọn. 

* Giá trị Rf của một hợp chất thay đổi tùy theo nhiều yếu tố: 

- Loại bản mỏng silica gel hoặc alumina của hãng Merck hay Prolabo 
(bản mỏng tráng sẵn dù của cùng một hãng sản xuất cũng khác nhau tùy theo 
lô sản xuất) 

- Hoạt độ của bản lúc sử dụng khác nhau tùy theo thời gian tôn trữ lâu, 
mau. 

- Độ dầy của bản. 

- Thành phân của dung môi dung ly, chỉ cần thay đổi một ít cũng làm 
ảnh hưởng kết quả. Độ bão hòa dung môi trong bình giải ly của hai lần giải ly 
khác nhau cũng khác nhau. 

: Kỹ thuật giải ly: dung môi đi lên hay đi xuống cũng cho kết quả khác 
nhau _ | 

- Lượng mẫu chấm lên bản nhiều hay ít cũng làm vị trí của vết trên bản 
thay đổi. _ | 
4.2. Để kiểm tra xem hai hợp chất có giống nhau (là một chất?) 

Tuy rằng R; của một chất có thể thay đổi theo nhiêu yếu tố, nhưng có 
_ thể sử dụng Ry để so sánh xem hai hợp chất có giống nhau hay không, vì khi 
chấm hai mẫu lên trên cùng một bản mỏng thì các yếu tố vừa nói trên đã 
không còn ảnh hưởng. _ 
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Eter dầu hỏa: Cloroform: Cloroform: 
cloroform (2:8) Ety] acetat (1:1) metanol (9:1) 





Chấm hai mẫu Giải ly với hệ Giải ly với hệ Giải ly với hệ 
lên cùng một bản, dung môi sao dung môi sao dung môi sao 
Hai vết có cùng cho vết đi gần cho vết đi trung cho vết đi xa 
nồng độ trên bản __ bình trên bản trên bản 


Chuẩn bị ba bản giống nhau. Chấm trên mỗi bản: một vết mẫu đang 
cần nghiên cứu (thí dụ vết A) và vết mẫu chuẩn đã biết rõ cấu trúc hóa học 
(vết B). Thực hiện sự giải ly, mỗi bản với một hệ dung môi giải ly khác hẳn 
nhau. Phải lựa chọn ba hệ dung môi như thế nào để có: một hệ dung môi đẩy 
các vêt di chuyển gần với mức xuất phát (hệ dung môi ít phân cực); một hệ 
dung môi đẩy vết di chuyển đến khoảng giữa bản (hệ dung môi phân cực 
trung bình) và một hệ dung môi đẩy vết đ¡ chuyển xa với mức xuất phát (hệ 
dung môi phân cực). 


Lưu ý: nên chọn các dung môi khác hẳn, thí dụ hệ (eter dầu hỏa: 
cloroform) với (benzen: etyl acetat). Không nên dùng cùng một hệ dung môi 
chỉ thay đổi tỉ lệ, thí dụ (benzen: CHIOTĐIOHT 6:2) với (benzen: cloroform 
3:7). 


Muốn kết luận xem hai hợp chất nào đó có giống nhau hay không, phải 
đáp ứng cùng lúc hai điều kiện sau, thiếu một cũng không đạt, vì lý do sắc ký 
lớp mỏng có độ phân giải thấp. | 


*% Về R¿ của hai chất so sánh: Cả ða bản phải có hai vết với R¿ luôn 
giống nhau. Chỉ cần có một bản có sự sai biệt giữa hai vết thì đó là hai chất 
khác nhau. 


*% Về màu sắc của hai vết đối với một loại thuốc thử: hai vết phải cho - 
_ cùng một màu đối với một loại thuốc thử sử dụng. Nếu cho vết có Rự giống 
nhau mà màu khác nhau, cũng là hai chất khác nhau. 
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4.3. Để tìm hiểu sơ bộ về tính chất của mẫu chất khảo sát 
4.3.1. Biết được số các hợp chất có trong hỗn hợp mẫu ban đầu 


Chuẩn bị nhiều bản, chấm mẫu chất lên mỗi bản: mỗi bán giải ly với 
một hệ dung môi giải ly khác nhau, cần phải dò tìm mới có thể chọn ra được 
một hệ dung môi phù hợp làm rải các hợp chất ra trên cùng một bản món ỡ. 


Nhìn số lượng các vết hiện trên bản để đoán biết mẫu ban đầu có chứa 
ao nhiêu hợp chất. Lưu ý: Do bản mỏng có độ phân giải thấp cho nên nhìn 
thấy một vết trên bản móng không có nghĩa đó là một chất, mà đó có thể là 
hai hoặc ba chất tụ lại với nhau. 


4.3.2. Để kiểm tra độ tinh khiết của một hợp chất 


Muốn gửi đo NMR để xác định cấu trúc hóa học của hợp chất, mẫu này 
phải đạt độ tinh khiết > 95%. Kiểm tra độ tinh khiết của một hợp chất hiệu 
quả nhất là bằng HPLC, máy sẽ cho biết luôn hàm lượng phần trăm của mẫu 
chất. Tuy nhiên, thực hiện như thế sẽ khá tốn kém vì HPLC cần có các loại 
dung môi tinh khiết tiêu chuẩn của HPLC. Có thể tự mình kiểm tra độ tinh 
khiết của một hợp chất bằng sắc ký lớp mỏng. 


Thực hiện gần giống như phần ° 'xem hai hợp chất có giống nhau”, 
nhưng ở đây chỉ thực hiện trên mẫu khảo sát. Chuẩn bị ba bản giống nhau, có 
vết mẫu. Thực hiện sự giải ly, mỗi bản với một hệ dung môi giải ly khác hẳn 
nhau. Ba hệ dung môi phải lựa chọn như thế nào để có: một hệ dung môi đẩy 
các vết di chuyển gân với mức xuất. phát; một hệ dung môi đẩy vết di Chuyển 
đến khoảng giữa bản và một hệ dung môi đẩy vết di chuyển xa với mức xuất 
phát. 


Nếu cả ba bản lúc nào cũng cho thấy vết tròn, gọn là mẫu tinh khiết, 
còn chỉ cần một bản có thêm các vết khác, là mẫu có lẫn bẩn, cần tinh chế 
thêm. 
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Mẫu đã tỉnh khiết Mẫu còn lẫn một ít bẩn, Mẫu còn lẫn một ít bẩn, 
cần tinh chế thêm cần tính chế thêm 


4.3. 3. Biết được sơ bộ về thành phần Phẩn trăm của S&c hợp chất 
có trong mẫu ban đầu 


Khi chọn được hệ dung môi giải ly phù hợp, các vết rải đều ra trên bản 
mỏng với độ đậm nhạt khác nhau, nhìn độ đậm nhạt có thể đoán biết hợp 
chất nào nhiều, hợp chất nào ít, đâu là hợp chất đâu là tạp bẩn. Biết được như 
thế mới có thể để xuất phương cách xử lý thỉch hợp nhằm cô lập, tinh chế... 
các hợp chất có nh hỗn hợp mẫu ban đầu. 


Sử dụng sắc ký lớp mỏng 
để ước đoán thành phần 
phần trăm các hợp chất 
có trong mẫu 





Mẫu là hỗn hợp có chứa ít nhất là Mẫu có chứa một chất chính, 
4 hợp chất.chính, với dự đoán sơbộ chiếm khoảng 90%, còn lại là 
D: #40% tạp bẩn 
C: # 0% 
B: #20% 
A: #20% 
Các tạp bẩn: # 10% 


4.3.4. Biết SƠ qua về tính phân cực của những thành phần hợp 
chất có trong mẫu 


Với một mẫu chất, giải ly với nhiều loại hệ dung môi với tính phân cực 
khác nhau: kém, trung bình, mạnh và quan sát kết quả trên bản mồng, qua đó - 
đoán biết mẫu chất có chứa những hợp chất có tính chất phân cực như thế 
_ nào, để có thể để xuất phương cách xử lý thích hợp. 
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M M' 
(Mẫu M chứa các hợp chất CÓ. 
tính phân cực mạnh) 
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Giảilybởhệ Giải ly bởi hệ 
dung môi phân dung môi phân 
Cực trung bình cực mạnh 

-_—.Ằ `ẳè ~. l 





N N 
(Mẫu N chứa các hợp chất có 
tính ít phân cực) 


4.4. Để chuẩn bị cho việc sắc ký cột 
4.4.1. Tìm hệ dung môi để bắt đầu cho sắc ký cột 


Trước khi triển khai sắc ký cột, nhất thiết phải sử dụng sắc ký lớp mỏng 
để dò tìm hệ dung môi giải ly cho phù hợp. 


% Với hỗn hợp mẫu chất là kết quả của một phản ứng tổng hợp hữu cơ 
(hỗn hợp chứa 2 - 3 hợp chất), hãy chọn hệ dung môi có thể đẩy hợp chất cần 
quan tâm lên ở vị trí trên bản với Rf= 0,2 - 0.3. 


X Đối với mẫu cao thô chiết xuất từ cây cỏ (cao có chứa nhiều hợp 
chất từ không phân cực đến rất phân cực), chọn dung môi giải ly đâu tiên là 
dung môi có thể đẩy vếf phân cực nhất của cao chiết, lên vị trí ở bản với 
RÍ = 0,5 và chọn dung môi chấm dứt sắc ký cột là dung môi có thể đẩy vấf 
phân cực nhất của cao chiết, lên vị trí ở bản với Rf = 0,2, 

Sau khi chọn được hệ dung môi phù hợp, có thể áp dụng hệ dung môi 
này cho sắc ký cột. Giải ly trước tiên bằng dung môi không phân cực và tăng 
dân tính phân cực cho dung môi giải ly. | 
Lưu ý: _ 

X Phải sử dụng pha tĩnh của sắc ký lớp mỏng và của sắc ký cột giống 
nhau. l3 ở 
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% Dung môi để giải ly cột là hệ dung môi đã chọn trong phần thực 
nghiệm nêu trên, nhưng phải chỉnh tỉ lệ dung môi sao cho có đính kém phân 
Cực một ít so với hệ dung môi đã chọn. Bởi vì chất hấp thu, thí dụ silica gel, 
tráng trên bản mỏng là loại silica gel dùng cho sắc ký lớp mỏng, với cỡ hạt ˆ 
nhuyễn mịn, lại được phun xịt tráng lên bản bằng áp lực lớn nên có độ chặt 
chế lớn. Trong khi đó chất hấp thu do nghiên cứu viên tự nạp cột trong phòng - 
thí nghiệm là loại silica gel dùng cho sắc ký cột, với cỡ hạt lớn hơn, lại được 
nạp vào cột ở áp suất thường, nên có độ chặt chế kém. 


4.4.2. Để theo dõi quá trình sắc ký ‹:ột 


Thí dụ mẫu ban đầu là hỗn hợp có bốn hợp chất A, B, C và D có độ 
phân cực tăng dân. Nạp mẫu lên đầu cột sắc ký, giải ly với dung môi phù hợp 
ít phân cực nhất có thể, hứng dung dịch giải ly trong những lọ nhỏ có thể tích 
nhất định, các lọ được đánh số thứ tự. Theo dõi quá trình sắc ký cột bằng sắc 
ký lớp mỏng trên mỗi lọ. 

Giá sử đã ` 
tìm được 


dung ly 
phù hợp 





II 


9 10 
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Sắc ký lớp mỎng Các Jo hứng dung dịch giải ly ra khỏi cột. 
của hỗn hợp mẫu Trong các lọ 1,2,3,4,5 chứa hợp chất A 
chất ban đầu đặt Trọng các lọ 6,7 chứa hỗn hợp A và B 
trên đầu cột sắc ký - Trong các lọ 8,9,10 chứa chất B 


HÍ 


. Các lọ giải ly từ sắc ký cột được chấm lên trên cùng một bản mồng. 
Các vết chấm phải theo thứ tự từ trái qua phải: mẫu hỗn hợp ban đầu, dung 
dịch trong lọ giải ly số 1, trong lọ số 2, trong lọ số 3,...... số n. Giải ly bản 
mỏng. Hiện hình bản sẽ thấy: vết mẫu hỗn hợp ban đầu có bốn vết; lọ số 1 
cho thấy chỉ có vết A; các lọ số 2,3,4,5 cũng chỉ có vết A, nghĩa là cột đang - 
tách chất tốt. Các lọ số 6,7 chứa hỗn hợp hai chất A và B, thu gom để riêng 
và sau này sẽ sắc ký lại lần nhì. Các lọ 8,9,10 chứa chất B. 
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Kết quả trên cho thấy cột tách chất tốt đã tách riêng được các chất có 
trong hỗn hợp ban đâu, tiếp tục thực hiện. 





Ghi chú: hệ dung môi giải ly bản mông thường là khác với hệ dung môi 
đang giải ly cột, vì hai chất hấp thu, dù cùng là thí dụ silca gel, nhưng có cỡ 
hạt khác nhau (sắc ký lớp mỏng có hạt nhuyễn mịn hơn), độ chặt chễ cũng 
khác nhau. | 
4.5. Để theo dõi diễn tiến của một phản ứng tổng hợp hữu cơ 

Có phản ứng hóa học A + B cho ra chất C. Sử dụng sắc ký lớp mỏng để 
theo dõi phản ứng theo thời gian. 

Trước khi thực hiện phản ứng, phải chuẩn bị một số việc như sau: 

% Dò tìm hệ dung môi giải ly bản mỏng sao cho cả ba chất A, B và C 


cho hiện vết với Rf khác nhau (hoặc ít nhất hai tác chất ban đầu A và B phải 
có RÍ khác nhau). 


*% Chuẩn bị sẵn một số bản móng: trên mỗi bản, tại mức xuất phát đều 
có chấm sẵn hai vết A và B ở hai bên bìa, chừa khoảng chính giữa để sẽ 
chấm hỗn hợp dung dịch phẩn ứng. 

Tiến hành phản ứng. Theo dõi phản ứng theo thời gian bằng cách cứ 
sau mỗi 30 phút (hoặc một thời hạn nào đó), rút lấy một giọt dung dịch phản 
ứng để chấm lên bản mỏng, chỗ vết C. Giải ly bản với hệ dung môi đã lựa 
chọn. | 


Phản ứng 


bất đầu _ ŠAu 30 phút Saulgiờ Sau 15 giờ Sau 2 giờ Sau 2,5 giờ 
Phần ứng hóa học 1. 
A+B—>œC ' Đà _ 





“T———=x~ 





Sản phẩm Sảnphẩm Phân ỨnE Phản ứng Phản ứng 


Cbắấtđầu  Chiện vẫnchưa  sấp đã hoàn tất. 
xuất hiện điện nhiều hoàn tất hoàn tất 
: hơn : 
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Kết quả cho thấy thời gian đầu chỉ có vết A và B. Theo thời gian: sản 
phẩm C sẽ xuất hiện, càng lúc càng nhiễu, đến một lúc thì một trong hai tác 
chất ban đầu sẽ biến mất. Ngưng phản ứng và cô lập lấy sản phẩm C bằng 
sắc ký cột. Hiếm có khi nào sau phản ứng mà có ngay được sản phẩm tính 
chất, lúc nào cũng sẽ còn lại tác chất ban đậu hoặc các sản phẩm phụ D, E... 


4.6. Để kiểm tra biết một hợp chất có kém bền 
Thực hiện giống như phân giải ly bản mỏng hai chiêu, trên một bản 
vuông, nhưng cả hai lần giải ly đều sử dụng hệ dung ly giống nhau. Sau lần 


giải ly đầu bản được lấy ra, sấy khô và cho trở lại bình sắc ký để giải ly lần 
nhì. 





Chấm mẫu lên Bản được giải ly lần 1 Bản được giải ly lần 2 
bản mỏng với hệ dung môi X ._ với hệ dung môi X 
©S© 
` 
Chất bị hư hại 
Xoay bản 
oọạ9 


Hợp chất nào có tính chất không bị thay đổi bởi bất cứ yếu tố nào (ánh 
sáng, không khí, dung môi...) bắt buộc phải hiện vết trên đường chéo của bản. 
4.7. Để cô lập hợp chất (Sắc ký lớp mỏng điều chế) 

Ưu điểm của sắc ký lớp mỏng điều chế so với sắc ký cột là: nhanh, dễ 
tìm được dung môi thích hợp để giải ly tách tốt các chất, các vùng có chứa 
chất cần thiết sẽ tụ lại thành lớp mỏng dễ dàng phát hiện, dễ dàng cô lập 
chất. Sở dĩ sắc ký lớp mỏng tách tốt là nhờ tỉ lệ lớn giữa “chất tách: chất hấp 
thu silica gel” (1:1000 đến 1:10.000) trong khi tỉ lệ này ở sắc ký cột là 
(1:50 hoặc 1:100). _ 

Người ta thường tách chiết cô lập chất bằng sắc ký lớp mỏng điều chế 
khi hỗn hợp mẫu cần tách có số lượng ít, vài trăm miligam; còn nếu mẫu chất _ 


nhiều, vài gam, thì nên tách chất bằng sắc ký cột để đỡ tốn kém. 
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Nguyên tắc cơ bản của sắc ký điều chế cũng giống như với sắc ký lớp 
mỏng, chỉ khác nhau ở tấm bản mỏng. Trong đa số trường hợp, sử dụng bản 
20 x20 cm, độ dầy lớp hấp thu 1-5 mm, Dung dịch mẫu được chấm rhành một 
đây bởi một vi quản. Sau khi giải ly, trên bản sẽ có nhiều dãy, dùng lưỡi lam 
hoặc spatule để cạo lớp hấp thu có chứa dãy chất mà người ta cần, Dùng 
dung môi £hícỉ: hợp để chiết mẫu chất ra khỏi silica gel hoặc alumin. 

Nhắc lại, đa số các hợp chất hữu cơ không có màu nên sau khi giải ly, 
không thể nhìn thấy vết trên bản, phải sử dụng các phương pháp vật lý hoặc 
hóa học để nhìn thấy các đãy vết. _ 


Để biết được vị trí của vết trên bản mỏng có thể theo các phương pháp 
như sau: _ 





Bản vừa giải ly xong. Dùng một tấm kínhhoặc Từ những vết thấy xuất Dùng spatule cao 
Do các hợp chất không tấm nylon che kín phần — hiện trên bản, suy đoán lấy phần silica gel 
mầu nên không nhìn lớn bản,phunxitthuốc biết được các dãy vết có trong vùng làm dấu 
thấy được các vết thử lên phần bản không trên phần bản còn lại chấm chấm để thu 
bị che ấy hợp chất 
% 6øi bản dưới đèn UV: Cách này có ưu điểm là nhanh, tiện lợi, nhìn 
được vết mà không bị hao hụt mẫu chất như cách làm trên. Tuy nhiên có 
` ` ^“ + ^? ^ « , ^ k¿ › ° ` ˆ“ ^“ 
nhược điểm là vết có thể ở một vị trí x trên bản, nhưng mắt lại nhìn thấy vết ở 
vị trí biểu kiến của nó, nghĩa là ở một vị trí khác. Hệ quả là sẽ đánh dấu trật 
vị trí của vết và không thu được chất gì sau khi cạo bản rồi giải ly. Tùy thuộc 
Vào môi trường không khí ở từng thời điểm, mùa trong năm, mà cũng với 
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máy soi bản đó có khi gặp. trường hợp: vết trật vị trí, có khi không gặp. Cần 
kiểm tra một vài lần bằng cách che một phần bản và phun xịt với thuốc thử, 
để nhìn rõ vị trí của các vết (cách này bất tiện là một khi đã phun xịt, thuốc 
thử sẽ tạo phức với chất, biến thành chất khác, phần bản đó không thể sử 
dụng để cạo bản lấy chất). 


Mắt nhìn thấy dãy vết ở vị trí x, 
ghi dấu và cạo phần bản ở vị trí 
đó, không thu được chất gì, vì thật 
sự không có chất ở đó 





Mắt nhìn thấy đãy. Vị trí thật 
vết ở vị trí biểu kiến của dãy mẫu 


_*% Sử dụng hơi iod: Đặt bản trong một buồng có hơi iod, khi thấy vết 
hiện lên trên bản, lấy bản ra khỏi buồng, đánh dấu vị trí của vết, phơi bản 
ngoài gió quạt, hơi iod sẽ bay đi mất. Chờ khi hơi iod bay hết, bản trở nên 
không màu như cũ, cạo bản để thu chất. 


a) Bản trắng sẵn: Các nhà sản xuất có bản tráng sẵn có trộn thêm chất 
chỉ thị phát huỳnh quang. Sử dụng bản này rất tiện lợi vì chất hấp thu gắn rất 
chắc lên bản nên khi thao tác không sợ làm tróc bản; bản tráng bằng máy nên 
rất đồng nhất. 


b) Bản tự tráng: Có thể tự tráng bản, tỉ lệ giữa nước cất và chất hấp thu 
như sau. 


Với chất hấp thu là silica gel G 
- Độ dầy bản 1,0-1,5 mm: sử dụng tỉ lệ nước: silica gel (1,7 :1,0). 
- Độ dầy bản 2,0-4,0 mm: sử dụng tỈ lệ nước: silica gel (1,6 :1,0). 
- Độ dây bản 4,0-5,0 mm: sử dụng tỉ lệ nước: silica gel (1,57 :1,0). 
Với chất hấp thu là oxid alumin G _ 


- Độ dầy bản 1,0-1,5 mm: sử dụng ứ lệ nước: alumina (1,0 : 1,0). 
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- Độ dầy hơn: sử dụng tỉ lệ nước: alumina (0,9 :] 0). 

Sau khi tráng bản xong, để yên ngoài không khí cho khô mặt, hoạt hóa 
bản bằng cách sấy bản 24 giờ ở 110°C. Bản tự tráng với độ dây lớn hơn 3mm 
sẽ dễ gặp trường hợp mặt bản bị nứt. | 
5. SẮC KÝ LỚP MỎNG CỦA MỘT SỐ HỢP CHẤT HỮU CƠ 
5.1. Sắc ký lớp mỏng của amino acid 

Sắc ký lớp mỏng có thể được sử dụng để khảo sát các amino acid. 

9.1.1. Chất hấp thu 

Để tách amino acid có thể là cellulose, alumin, silica ge], polyamid 

9.1.2. Một số hệ dung môi giải ly áp dụng cho amino acid 

_® Với bản silica gel, sắc ký lớp mỗng một chiều 
96% Etanol : nước (723) 
_ w#-Propanol : nước (7:3). 
n-Butanol : acid acetic : nước (4:1: 1) 
Phenol : nước (3 : 1) 
#-Butanol : acid formrc : etano] 3:1: 1) 
n-Butanol : acid acetic : cloroform (3: 1: 1) 
Buty] acetat : metanol : acid acetic : pyridin (4: 4: ]: 1) 
n-Butanol : acid acetic : €fyÌ acetat : nước (5: 2: 3: 2) 
® Với bản silica gel, sắc ký lớp mỏng hai chiều 
Chiêu lần nhấi Chiêu lần nhì 
_* rBufanol: acid acetic: nước (4: 1: 5, v4) Phenol: nước (15 : 1, W/W) 
% Úloroform: metanol: 17% NH; (2: 2: 1) Phenol: nước (3 : 1) 
*% Butanol: acid acetic: nước (4: 1: 5) | Cloroform: metanol 17%NH; (2:2:1) 
*rButanon: pyridin: nước: AcOH (70-15:15:2) Cloroform: metanol: 17%NH; (2:2:1) 
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Bảng 8: Kết quả giá trị Rf (x 100) của các amino acid khi sắc ký lớp 
mỏng trên chất hấp thu pha thường. 


Pha tính: (I): Cellulose; (2) và (4): Whatman silica gel; (3): Merck 
silica øel 


Pha động: (1): Butan-2-ol: acid acetic băng: nước (3:1:1). 
(2) và (3): n-Butanol: acid acetic băng: nước (3:1: ). 
(4): n-Propanol: nước (7:3) 












q) @) 
: 7 _— _ 
27 
55 
Acid gÏutamic 69 56 64 
Prolin 50 
Cyn | 10D | 11 | 9 | 30 
Metonn | 60 | 59 | 51 | 72 
tắm =E—=—E—E—P_ |} 4— 
|Tmpophn | 55 
Vain | 60 | 56 | 49 | 68 _ 
Hiuin | 14 | 14 | HH | 1H - 
[Phenylalanin | 68 | 6l | 55 | 80 
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5.1.3. Thuốc thử hiện hình amino acid 
Có hai loại thuốc thử thông dụng dành cho amino acid 


a) Dung dịch 0,2% ninhydrin trong aceton, thêm vài giọt acid acetic. 
Phun xịt dung dịch lên bản hoặc nhúng bản vào dung dịch thuốc thử, sấy khô 
ở 60°C trong 20 phút rồi ở 100°C trong 5-10 phút. 


Giới hạn của thuốc thử là độ nhạy 1 ng. Đa số các amino acid cho hiện 
màu tím, acid aspartic cho màu đỏ -xanh dương, prolin và hydroxyprolin cho 
màu vàng. 


b) Ninhydmn (0,3 g), n-butanol (100 ml), acid acetic (3ml). Phun XxỊt 
dung dịch lên bản, sấy khô ở 60°C trong 30 phút và ở 1 10°C trong 10 phút. 


5.1.4. Áp dụng 


Một số kết quả về khả năng tách riêng các amino acid trên bản mỏng 
tráng một vài loại chất hấp thu pha thường hoặc pha đảo được trình bày trong 
các bảng 8 và 9, 


Bảng 9: Kết quả giá trị Rf (x 100) của các amino acid khi sắc ký lớp 
mỏng trên chất hấp thu pha đảo. | 


Pha nh: (1) và (2): WhatmanC-18; (3) và (5): Merck RP-18. 
(4) và (6): Merck RP-18W 

Pha động: (1), (3) và (4): n-Butanol: acid acetic băng: nước (3:Ï: 1) 
(2), G) và (6): n-Propanol: nước (7:3). 


Glycin 


Tyrosin 
Alanin 
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Histidin 
Phenylalanin 


5.2. Sắc ký lớp mỏng của peptid, protein 


Sắc ký lớp mỏng cũng rất tiện dụng trong việc khảo sát các 

_P€pid và protein. Một vài thí dụ về việc sử dụng sắc ký lớp mỏng với hệ 

dung môi, pha tĩnh, thuốc hiện hình... để khảo sát một số protein, peptid được 
trình bày trong các bảng 10 và 11. 


5.2.1. Chuẩn bị tráng bản sắc ký lớp mỏng loại sắc ký gel 
% Chuẩn bị bản kiếng (10 x 20 cm): rửa sạch, sấy khô , 


% Sephadex G-100 hoặc G-200 (6 g) được hòa vào dung dịch 0,5M 
NaC] (100 ml) (cẩn thận không cho xây ra sự vón cục). Cần 48 giờ để gel 
dextran trương nở hoàn toàn. Tráng bản để có một lớp chất hấp thu dầy 0,9 
mm. Đặt bản này nằm ngang trong một chậu đậy kín, bên trong chậu có một 
đĩa chứa sẵn dung môi, để như thế 18 giờ trước khi sử dụng; bản tráng rồi cần 
phải để trong bình ẩm như thế trong một thời gian dài. Nếu thấy bản bị khô 
hoặc bị nứt nẻ, dùng dung dịch đệm phun xịt nhẹ một lớp sương lên bể mặt - 
bản. | 
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Bảng 10: Giá trị Rnp của protein khảo sát bằng bản sắc ký lớp mỏng 


Sephadex. _ _ 
FƯNG FT 
rotemn rọng ơng A 
nhân tử 
L1 | Cytochromc 13.000 


13.600 074 


0,70 

_ 0,80 

0,87 

0,86 

1,03 

mm 1,04 

L10 |Ovalbumn  Ï ` 2sopp | qq | qna 
F11 | Hemoglobin 

Bovine serum albumin 1,34 

Bovin -glogulin 1,54 

14 | Thyroglobulin 1,83 
15 | Macroglobulin 100000 | _. — 

Ghỉ chú: Riẹ = dẹp / dụ, với d, và dụp là khoảng đường di chuyển của 

protein khảo sát so với chuẩn hemoglobin  - 


A: bản mỏng Sephadex G-100, hệ dung ly: dung địch 0,5M NaC]. 
B: bản móng Sephadex G-200, hệ dung ly: dung dịch 0,5M NaC].. 
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5.2.2. Phát hiện vết protein, peptid 


Các bản có thể được quan sát bằng đèn UV (366 nm) hoặc được nhuộm 
với thuốc thử phù hợp, trình bày trong bảng 11. Một vài loại thuốc thử khác 
như sau. | 

a) Tác chất Morin: (Morin là 3,5,7,2° „+ `-pentahydroxyflavon) 


_.Bản khô được phun xịt với dung dịch 0,05% morin trong metanol và 
sấy 2 phút ở 100°C. nộ | 


TỶ. 
th 
\© 
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Bảng 11: Hệ dung môi, pha fĩnh, thuốc hiện hình của một số protein và 
peptid. _ 

Ghỉ chú: Từ (1) đến (9) pha tĩnh là silica gcl; (10): pha tĩnh là. 
Sephadex G-100, G-200. 


" Protein - peptid 
š Leư-Try-Leu 













Thuốc hiện hình 


Sấy khô 2 giờ ở 60°C, phun với 1% 
trietylaamin trong aceton, rồi 0,1% 
fiuorescamin trong aceton 










Hệ dung môi giải ly 


CHCI;: 34%NH,OH: etanol 
(2:1:2) % 




























(A)- 2% Nitroprussiat Na trong nước. 
(b): 4% Ninhydrin trong aceton: 
pyridin: AcOH (97:3:2) 

: ]-nap 


(a): CHƠI; : metanol (3:1) 
(b): CHGI;: metanol:. 
AcOH (45:4:1) „ 


(a): 0,1N HCI: etanol 96% 
(1:1) _ 
(b): 0,5N HGI: etanol: 
acedon (5:3:0,5) 









Peptid từ protease 












0,5% Ninhydrin trong acetone 





Glycopeptid thu từ £. | n-Bưanol: pyridin: aoid 
Coli và B8. negaterium | acetic: nước (130:20:6:24) 





lorin : toludin 


























(a): n-Butanol: 25% _ 
amoniac: nước (34: 3: 3) 
(b): cloroform: metanoi 
(9: 1) 


(a): 0,1N HCI: etanol 
(1) — ¬ 
(b)- 0,5N HCI: etanoi: : 
aceton (5: 3 : 0,5) 






Polypepid có tính 
bâSe 


Ninhydrin : clorin : toluidin 



















0,5% Ninhydrin trong aceton, Sẩy Ở 
100°0 







Pepsin, trypsin, 
œ-chymotrypsin 













0,5% Ninhydrin trong aceton, sấy ở 
100°C trong 10 phút 







Lipase, diastase, 
papain, emulsSin, 
invertase 


96% etanol: 0,1N HGI. 
(1: †) : 


r-Butanol: acid acetic: 
nước (4: 1 : 1 







Vas0pressin, oxytocin 







Phun xịt với 0,1% dung dịch 4-cloro- 
f-nitrobenzofuran trong etanol, tiếp 
theo là 50% etanol (điểu chỉnh về pH 
11 bằng NaOH) 







CHI;: metanol: 17% 


Nhiều loại peptid amoniac (2:2: 1) 
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Bovin serum albumin, 
Cytochrom c, Iysozym, 
œ-chymotrypsin, 
hemoglobin, 
myoglobin, ovalbumin, 
pepsin, ribonuclease, 
trypsin 





















Nhuộm màu trong 0,2% Ponceau S 
pha trong 10% acid acetic trong 
nước, tiếp theo là rửa với nước 


Kết quả trình bày trong 
bằng 10 - 














Các amino acid có đầu N- được bảo vệ và các dẫn xuất peptid sẽ cho 
màu xanh lục-vàng sáng trên nền xanh lục sáng. 


b) Tác chất tỉnh bột: Bản mỏng được đặt trong bầu khí quyển có hơi 
Iod đậm đặc trong 5 phút. Bản được đem ra ngoài không khí để bay bớt lượng 
Iod thừa, kế đó bản được phun xịt với dung dịch nước 1% tỉnh bột. Các peptid 
và các amino acid sẽ hiện vết màu xanh dương. 


9.2.3. Cô lập, thu hổi các peptid 


Sau khi được phát hiện (bằng UV) các vết peptid trên bản silica ge] 
được cạo ra, chuyển vào một pipette Pasteur dài 15 cm. Khoảng 1⁄4 chiều dài 
của pipette này được nhồi sẵn lớp màng lọc bằng bông thủy tinh, và rửa xới 
Z ml dung dịch 6N HCI; rồi 200 HÌ dung dịch 6N HCI có chứa 0,02% chất 
Z-mercaptoetanol; peptid được chiết tách ở nhiệt độ phòng trong 15 phút. 


5.3. Sắc ký lớp mỏng của carbohydrat 


Carbohydrat hiện diện rất nhiều trong nhiều loại sinh vật, có công thức 
tổng quát Cn(H;O)› với cấu trúc căn bản là vòng năm (pentose) hoặc vòng 
sáu (hexose). Carbohydrat có thể là loại monosacarid (một phân tử đường), 
disacarid (hai phân tử đường), oligosacarid (ít hơn mười phân tử đường) hoặc 
polysacarid. | _ _ 


Mặc dù monosacarid hiện diện với tỉ lệ cao ở cấu trúc vòng hemiacetal 
hoặc hemicetal, nhưng chúng có thể chuyển đổi rất nhanh thành loại hợp chất 
carbonyl mạch hở (dù ở lượng ít, dạng vết). Do carbohydrat có thể hiện diện 
dưới nhiều dạng khác nhau, chúng lại có nhiều đông phân và đồng đẳng nên 
đây là loại hợp chất phức tạp nhất trong các loại hợp chất thiên nhiên. 
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Sự tách các mono- và Oligosacarid đã được thực hiện thường xuyên 
bằng nhiều phương pháp sắc ký khác nhau: sắc ký lớp mỏng, sắc ký trao đổi 
lon, sắc ký lỏng trên silica gel, sắc ký khí (qua dẫn xuất), điện di với gel. 
polyacrylamid... _ 


Trong các kỹ thuật trên, sắc ký lớp mỏng có nhiều ưu điểm vượt trội vì " 


thiết bị đơn giản, tương đối nhanh, không cần xử lý mẫu trước, đủ nhạy. 


Các carbohydrat thường là các hợp chất có tính acid yếu (pKa 12-14), 
nh ái nước cao, phân cực mạnh nên cần sắc ký lớp mỏng với pha động là 
dung môi phân cực mạnh, với thành phần chủ lực là nước; pha tĩnh có hoạt 
tính hấp thu yếu (bản silica gel, alumin pha thường hoặc có điều chỉnh). 
Thường là dùng các tấm bản mỏng có bán sẵn, bản có tẩm thêm phosphat, 
borat, acid bori., bisulfit, molybdat, tungstat, muối kim loại.... Boric và acid 
boronic có thể tạo phức thuận nghịch được dùng để tách các đồng phân có 
nhóm chức kề nhau, có thể tạo nối hydrogen. 


5.3.1. Chuẩn bị mẫu để phân tích đường _ 
Trong sắc ký trên Sacand, giai đoạn quan trọng là xử lý mẫu vì các 


mẫu carbohydrat có thể thu từ nhiều nguồn nguyên liệu khác nhau, vì thế cần 
cô lập và làm đậm đặc dung dịch mẫu đường. 


se Nếu mẫu ở dạng dung dịch - 


- Thường lệ chỉ cần lọc dung dịch ngang qua màng lọc có đường kính lỗ 
0,45 — 0,8um là có thể chấm lên bản mỏng ngay. 

——" Tuy nhiên nếu mẫu có chứa lượng nhiều các tạp bẩn như muối, U€, 
protein, chất béo... các chất này có thể làm ảnh hưởng đến quá trình khảo sát 
nên nhất thiết phải loại bổ chúng bằng cách lọc ngang qua một cột nhồi 
polyamid hoặc aminopropyl (lọc như phương pháp chiết pha rắn). 

_® Nếu mẫu là nguyên liệu từ trái cây tươi 
Phân tích các loại đường tự đo !;ện điện trong trái cây tươi bằng cách 
thờ Trần hít trái củy ƯƠI bảng metanol hoặc etanol hoặc hỗn hợp metanol- 
nước. Dung dịch chiết được lọc, cô đặc đuổi alcoL Dung dịch nước đậm đặc 
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_ này lại được lọc ngang qua lớp celit hoặc ly tâm. Lớp dung dịch trong suốt sẽ 
được dùng để chấm lên bản mỏng. 


Có thể thực hiện cách khác: phân thịt trái cây được sấy khô ở nhiệt độ 
cao đến khi mẫu có trọng lượng không đổi. Lấy 1-5 g mẫu khô này, nghiên 
trong cối với dung dịch nước-etanol (10 ml/g mẫu khô) trong 3-5 phút ở nhiệt 
độ phòng. Lọc phần dung dịch và ly tâm lấy dung dịch trong. Thực hiện chiết 
_ phần bã thêm lần nhì. Dung dịch chiết của hai lần được gộp chung lại, đuổi 
dung môi cho đến khi có cắn khô. Hoà tan cặn khô này trong một lượng chính 
xác nước-etanol. 


e Nếu mẫu là polysacarid hoặc carbohydrat loại glycosid 


Có rất nhiều hợp chất thiên nhiên có gắn thêm phần đường ngang qua 
nối glycosic. Muốn phân tích phần đường này thì trước nhất phải thủy giải, 
thường là thủy giải acid. Có nhiều phương pháp thủy giải acid tùy vào cấu 
trúc của hợp chất cần thủy giải như thành phần các monosacarid, cấu trúc 
vòng của monosacarid, cấu hình của nối glycosid... 


Các nghiên cứu cho thấy cấu trúc đường furanosid linh động, nhạy c im 
hơn đường pyranosid; nối œ-gÌycosid nhạy cảm dễ đứt hơn nối B-gÌycosid, sự 
hiện diện của các acid uronic, các đường amino làm cho sự thủy giải khó 
_ khăn hơn. | 


Thường thuỷ giải với acid clorhydric, acid sulfuric, acid trifluoroacetic 
với nồng độ từ 0,5M cho đến vài mol/ lít, ở nhiệt độ cao. Sau khi thủy giải, 
phần acid vô cơ đã sử dụng cần phải loại bỏ bằng cách cho dung địch thủy 
giải đi ngang qua một cột nhựa trao đổi ion hoặc các phương pháp phù hợp 
khác. _ 

% Sau khi thuỷ giải với 1M ac1d sulfuric, cho thêm vào dung dịch thủy 
giải một lượng dung dịch carbonat barium để biến phần acid thừa thành 
sulfat barium trầm hiện và khí carbornic. Lọc bỏ trầm hiện sulfat barium. 


% Loại bỏ lượng nhỏ HC] IM bằng cách cô quay dung dịch ở áp suất 


thấp; loại bỏ lượng lớn bằng cách rửa dung địch nước thủy giải nhiều lần 
bằng dung dịch 10% di-n-octylmetylamin pha trong cloroform. 
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9.3.2. Phát hiện carbohydrat trên sắc ký lớp mỏng 
® Phát hiện bằng UV: Các carbohydrat hấp thu UV rất yếu, muốn quan 
sát, phải điều chế chúng thành các dẫn xuất thích hợp (Xem thêm ở chương . 
sắc ký khí). | 
® Phát hiện bằng nhiệt độ: Đa số các đường đơn giản (aldose và cetose)_. 
cho màu sáng chói rõ khi sấy bản 160°C, trong 10 phút. 
Bảng 12: Một số hệ dung ly sắc ký lớp mỏng trên đường hoặc đường 
mang nhóm amino với bản silica gel. 
Ả Carbohydral | Nguổn gốc mẫu Thuốc thử : 
nhân tích _ nhát hiện _ 
† - 


Raf, Mel, Lac, Mails Hỗn hợp khảo Analin-diphenylamin- 


H Acetonitril: H;O (85:15) " sát HE 20024210 


G6alU, GicU, Gai, _ 
Man, Ara, Xyi, Rha- 


Maltodextrin, 
lsomaltodextrin 















































Ñ-(1-naptyl) 
-etylendiamin,- “ 
diHGI 
œ-Naptol-acid sulfuric 


Acetonitril: alcodl Dịch chiết cây 


amyl: HạO (3:1:1) 


Acetonitril etyl acetat: 
f-propanol: H;O (85: 
20:50:100 


f-Butanol: AcOH : H;0 Nước tiểu 
14: 3:2 


n-Butanol: Ac0H : Etg0: | Lac, Suc, Gai, Fru, | NbUln 
Glc 


H;O (27:18 : 5 : 3 Naptoresorcinol 


lê: mr-Butanol: AcOH: H;0 Oligosacarid, Gic | ko Ôrcinol-acid suifuric 
NHI lRg, 


Verbascose, x _. 
stachylose, Raf, Suc Dịch chiết cây |  Anilin-diphenylamin 














Thuỷ giải 
amylopectin 






4-Hydroxybenzo-- 
hydrazid 





























rBufanol: aceton: H;O 
3:3'1 


n-Bưtanol: etanol: H;0 
| (4:3:3 


n-Butanol: 2-propanol: 
dịch nước 0,5% acid 
Dboric (3:5:2 
Etyl acetat: 
AcOH: H;O 

£5: 15:10:10 















Dịch chiết cây Orcinol-acid sulfuric 


0ligosacarid 
















_ Hỗn hợp khảo 
Sát 


Raf, Fru, gal, Gic, _ Thymol-acid suifuric 


Sức, Xy| 










Acid 4- 
-aminobenzoic 


Dpyridin: Xyl, MeGlc, Rha 


Nước tiểu 
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Raf, Suc, Ga, Gic, 
Hu, Ara, Xyl, Rha 














Hắn hợp khảo 
sát 


Etyl acetat: 2-propanol: Thymol-acid suffuric 

























Etwl acetat etanol: 
AcOH 60%: dịch nước 
bão hòa acid boric 
9:2:1:1 _ 
Dicloroetan: 
AcOH: 


Fru, Suc, Gie, Thymol-acid sulfưic 


Hỗn hợp khảo 
0lig0sacarid | 


Sát 

















Aocid 4- 
-aminobenzoic 











metanol: 
H0 


| ˆ, 0Ì hymol-acid suituri 
0HƠI, : AcOH: HO NEÒu 0ligosacarid Hèm rượu, bia | Thymol-acid suifuric 
J:6:1 


Chocolat 





Lac, Fru 



































GieN, GalN, ManN, | — Thủy giải HN. 
acid D-muramic polysacarid Ninhydrin, AgNO; 
Glc-HGI, ManN-HCI mm 
dIờ Thủy giải 
GaIN-HúI, GlcNAc ojsapsiid 
Hạ ‹:a. | In0, SorH, ManH, _ 897- 
t7 nu gBb BHSI. En, mong-, đì-, Hỗn ln khảo Diclorofluorescein- 
"ma." trisacarid tetra-acetat chì 












Sor, SorH, manH, Kiểm tra Sor, 
mono-di-tri-sacarid SorH, ManH 






Etyl acetat: aceton: 
AcOH: HO (10:10:5:1) Tetra-acetat chì 


S0f 
“-Pentanol: etyl acetat:| Cycltol(lnositol) | Hỗn hợp khảo : 


9.3.3. Một số chữ viết tắt của carbohydrat 





_ATa: arabinose; Rib: ribose; Gai: alactose; GIc: glucose; Xy!: Xylose; 
Man: mannosc; Fuc: flucose; Fru: Íructose; Sor: sorbose; MaGlc: 3-O- 
metylglucose; dGIïc: 2-deoxyglucose; dRịb: 2-deoxyribose; Suc: SUCTOSC; 
Mai: maltose; Lac: lactose; Pan: panose; Raf: raffinose; AraH: arabinrtol; 
XyÌH: xylitol; ManH: mannitol; SorH: sorbitol; Ino: inositol; Ery: erythritol; 
GAIN: galactosamin; GIcN: glucosamin; GlcNAc: MN-acetylglucosamin; 
ManNAc: N-acety]lmanosamin; LacNAc: M-acetyllactosamin, GicU: acid 
ølucuronic; GalU: acid øalacturonic. 
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5.4. Sắc ký lớp mỏng của lipid (Xem thêm chương 2, mục lipid) 

s Sáp: là hỗn hợp các ester trong đó phân dẫn xuất từ acid carboxylic 
thường có số carbon chắn từ 16 đến 36 cảrbon, còn phân dẫn xuất từ alcol 
thường có số carbon chẵn từ 24 đến 36 carbon. Thí dụ thành phần chính của 
sáp ong là triacontyl hexadecanoat. 


_CHOTC-R, 
Glycerid CH-O-C“R; 
Rị, R¿, R; 
dây dài từ C11 đến C18 ng — HO Cholesterol 


e Mỡ và dâu béo: MB động vật, dạng rắn và dầu béo thực vật, dạng 
lỏng, là tricster của glycerol, được gọi tổng quát là triacylglycerol (hoặc 
triglycerid). | 

® Ceramid và cerebrosid: là các glycolipid cũng thường gặp trong một 
số loài thực vật. 

O 


3 _ Ọ 
HN ‹ | _ HNT`V ^^ 
ŸH —_ 0H ‡ HỌOH 
HO. 2= ì ?$*x⁄#w~.__. H NO 3 ⁄ NN 
x2 YyY® 1v 9v21272⁄N~X^¬^ 


b 
| by Loại cerebrosid 
Sắc ký lớp mỏng được sử dụng rộng rãi để phân tích chất béo, trong các 
loại chất hấp thu, silica gel được ưa chuộng nhất. Bản mỏng silica gel có thể 
được xử lý trước với các tác chất hoá học như borat, ion bạc... để thay đổi tính 
chất của chất hấp thu. Chất béo cũng có thể cô lập bằng sắc ký điều chế. 
Bảng 13 trình bày sự phân tích một số lipid bằng sắc ký lớp mồng. 


Bảng 13: Phân tích một số lipid bằng sắc ký lớp mỏng. 


Hợp chất | 
Whatman KC-18 _ |-Metanoi: aceton (1:1 | 
C 


aroten aldehyd 
Garoten aldehyd Whatman K-18 ter dầu hỏa: acetonitril: metanơi (1:2-2 
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ârsenit natri 
§ 
Diglycervl acetat, Si. gel tẩm AgNO; | 0loroform: metanol: H;0 (65:25:4 
Acid béo |  §H@agdl | HeanAc0HH0(100525 | 
__ Sileagsi | CHC: MeOH:25NNH,OH(60400Q 7 


10 ‡ Giycerid SỜ RẺ Sếc Cloroform: aceton (96:4) 


































il |Glyc@sphingolipd |  Silicagel — | CHƠI: MeOH: H;O (68:25:4 
' Eter dầu hỏa: etvl eter: AcOH (70: 40:2 


CHÚI;: MeOH: HạO (65:25:4 









~_Ì—|~—a 
4+ |2 |3 


; MoeOH: HạO (25:10:†1 
' Aceton: AcOH: HạO (100: 2-1 


~ 
- 
= 


Phospholipid 


| Silcagel  — | Hexan: etyl acetat (8:2 
Si. gel tẩm AgNO CHOI;: aceton (95:5 










~ l—“ 
¬~.ịG@ 


| §terol, steryl acetlat | — Undeean _ | AcOH: aoeloniri (1:3 
Tracvgyeeol  -Ï — Tetradacan__ | Aogtom: acalonilrl (8:2 
[Sápester | —  Silica gel | Hexan: edv eler (98-2 


5.4.1. Chuẩn bị mẫu Iipid để phân tích 


Sau khi thu được mẫu lipid từ động vật và thực vật, cần phải phân tích 
hpid ngay. Nếu không thể tiến hành ngay thì phải trữ mẫu trong tủ lạnh qua 
đếm ở 4°C còn muốn trữ mẫu lâu hơn nữa phải để trong tủ đông ~ 20°C hoặc 
lạnh hơn. 


c 


—.Ì—+ 
œ@ 





Lipid rất dễ tự oxid hóa, mẫu cần phải thực hiện trong bầu khí quyển 
nitơ. Không được trữ mẫu ở dạng khô mà nên để trong một lượng nhỏ thể tích 
dung môi như cloroform, hexan, trong bầu khí quyển nitơ, giữ ở — 20°C. 


Mô mỡ động vật thường không có nhiều hợp chất metyl ester vì thế 
nếu phân tích thấy hợp chất này hiện diện lượng nhiều, nghĩ đây là chất giả 
tạo (artifact) phát sinh ra trong quá trình thực nghiệm (có sử dụng dung môi 
metanol?). | | 


e Nếu lipid là thành phần chính trong hợp chất khảo sát: có thể chấm 
mẫu này ngay lên bản mỏng (thí dụ dòng 1 của bảng 14). Các loại mẫu như 
thế có thể là máu, nước miếng, nước tiểu. Bản mỏng silica gel có mẫu này 
được triển khai với hệ dung môi giải ly là cloroform: metanol: nước 
(65:30:5) hai lần, mỗi lần đi một đoạn 3,7 cm và tiếp theo triển khai với 
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hexan: dietyl eter: acid acetic (80:20:1:5) cho đến khi dung môi đi đến cách 
đầu bản I cm thì ngưng. Bản móng được xử lý với NHHCO;, đun nóng 10 
phút ở 1 50°C, sẽ thấy dấu vết sáng chói của lipid. | 

e Nếu lipid có tỉ lệ nhỏ trong hợp chất khảo sát: cần phải chiết, cô lập, 
làm đậm đặc trước khi chấm lên sắc ký lớp mỏng. Có nhiều qui trình chiết 
tách, cô lập lipid trình bày trong bảng 14.. 


Bảng 14: Một vài qui trình chiết tách, cô lập lipid từ các loại mẫu vật 


khác nhau. : 
Kỹ thuật chiết tách lipid_ Ghi chú | 
Mô. — huyết , — _ | Bấn được triển khai với dung 
l thanh Châm trực tiếp lên bản mộng .. môi hữu cơ 












Phẩm vật sinh | CHOI; : metanol (2 :1). 
học Tỉ lệ mẫu : dung môi (1 : 20): 



































Dùng isopropanol để ức chế 
hoạt động của con men lipase |, 
thực vật. 
















Ấp dụng tốt cho dòng vi khuẩn 
influenza =_. ˆˆ | 
Giải ly bằng clorofom tách 
llpiđ đơn giản khôi lipid phúc 
tân 

Lâm giàu gangliosid và lipid 
tính acid trước khi sắc ký lúp 
mỏng: | 


































Phẩm vật sinh tho ... Bị = .. + tnẻ | Kỹ thuật đặc trưng để chiết 
UP tpbdu lách lpid phân cực như 
CHƠI; : isopropanol : H;0 Chiết chất béo nhưng không 
7: †1†:2 chiết chất màu của máu 
tà + .. + 9 °. + t : 
Trước tiên chiết với 0,25% acid acetic Chiết bằng CHCl;: metanol thu 
theo chiết với GHI; : metanol (2-1 
Etanol: etyl eter (3:1) 
Ví khuẩn Tỉ lệ mẫu vị khuẩn: dung môi (1 :30 
Cho dung dịch mẫu đi ngang qua cột 
§ bu UING 9903 hết ệ: 
Glycolipid 
phẩm vật sinh 
học | 


tích CHGI; , một thể tích nước nannllosii 
để 'loại bỏ các chất không lipid; tiếp được chất béo khá sạch 
n8 Trước tiên xử lý thực vật với lS0propanol 
_ số bảo Thực rối chioroform: isopropanol (1:1), rối 
mới áp dụng qui trình chiết với CHẠI; : 
| metanol (2:1 
Phẩm vật sinh | Cho dung dịch mẫu đi ngang qua cột 
học Silica gel hoặc Florisil 
Phẩm vật sinh 
học 












Cho dung dịch mẫu đi ngang qua cột 
Sa gei H với tetrahydrofuran:_ 
metanol: metanal: nước 
Gho dung dịch mẫu đi ngang qua cột 
Silica gel với cloroform; cloroform: 
aceton rồi cloroform: metanol 
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lyColipid được giải ly ra khỏi 

cột trước phosphoiipid 

Tách thành các phân đoạn: 

lipid trung tính, giycolipid và. 
Dh0spholipid 
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Bảng 15: Các thuốc hiện hình bản mỏng để phát hiện lipid. 






Thuốc thủ Qui trình thực hiện ' 
Lipiđ phân cực bão hòa và 
bất bão hòa cho vết xanh 


lục trên nền tím. . 











27": 
Diclorofluoresein 


Phun dung dịch 0,2% trong etanoi 
96%. Quan sát dưới đèn UV 








Coomassie briliant | Phun dung dịch 0,03% trong dung | Vết xanh đương trên nến 






ẳ ` blue dịch metanol: nước (2:8). không màu 

3 dịch 0,05% trong alcol. 
la _Acid Phun dung địch 9% trong etanol. Sấy | Vết xanh dương-đen trên 
| nhosphomolvbdic bản 100°C trong 5-10 phút. nền vàng 





Glorur antimon 
SbGI;) - 
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Phun dung dịch 10% trong 


+ 


Vết có màu khác nhau trên 
Vết nâu đậm trên nền vàng 
nhạt. 
Vết có màu đen trên nến 


không màu. 























Phun dung dịch 5% K;Cr;O; trong 


lo 822225578 nước acid suifuric 40%. Sấy 









bân 120-80°U trong 15-40 phút 
Acid sulfuric Phun dung dịch nước 50% H;S0,,. Sấy | Vết có màu đen trên nền 













bản 120-180°C trong 15-40 phút. 
Hoà 3 g acetat đổng trong 100 mi 
dung dịch nước 8% HaP0, Sấy bản 
130-180°0 trong 30 phút. 
Phun dưng dịch 50% H;SO, 
metanol. Sấy bản 100°C trong 


không màu. 
Vết có màu đen trên nền 
không màu. 









Acetat đồng - 
9 | Acid phosphoric 















v FQ 


Vật có màu nâu-đen trên 
nền không màu. 


9.4.2. Các loại pha tĩnh sắc ký lớp mỏng cho lipid 


Acid sulfuric-metanol trong 


Dhút. 


Có thể sử dụng bản tráng sẵn hoặc tự làm lấy. Dù với loại nào, cần thử 
nghiệm để tìm ra được thông số tối ưu cho loại lipid cụ thể đang muốn khảo 
sát. Các kết quả nghiên cứu cho thấy có thể tách riêng các loại lipid khác 
nhau như sau: | 

*%* Bản siica gel tẩm I -5% AgNO: có thể tách các hợp acid 


(Z)-alcenoic ra khỏi hỗn hợp gồm nhiều hợp chất béo bất bão hòa. 


% Bản silica gel tẩm borat có thể tách riêng được hai loại hợp chất 
mang hai nhóm —OH kể nhau (vic-dio]) có cấu hình cis-cis và cis-trams. 


% Bản silica gel tẩm borat có thể tách riêng được hai loại hợp chất 
Blucocerebrosid và galactocerebrosid, | 
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% Bản silica gel tẩm etylendiamintetraacetat (EDTA) ở tỉ lệ 0,09% 
w/w có thể tách riêng phospholipid có tính acid cách xa các lipid khác. 


% Bản silica gel tẩm amonium sulfat có thể tách phosphatidylserin và ' 
phosphatidylnositol. - 
Bảng 16: Một vài qui trình đặc trưng để phát hiện một số loại lipid. 


| lL0ạilipid | Thuấp tử _, 


Cholesteroi. FeCla 
Cholesteryl acetat 


Acid béo 
tự do 


.Phospholipid 









tui trình thực hiện ị 





























27: 
Diclorofluoresein, 
FeCls, AiCla 






-dicì0rofluoresein trong  metanol tỰƒ do hiện vết 
95%, 1% AICls trong etanoi; 1%|màu hồng 
FeCl; trong nước. Lần lượt phưn xịt 
bản với mỗi loại thuốc thử, sau mỗ| 
lần phun, sấy bản khô. 

















Thuốc thử 
Dragendorff: Kì và 
bismuth subnitrat 


Í Phospholipid Ñinhydrin 


“Glycolipid œ-Naptol- 
_ (erebrosid, acid sulfuric 
Sulfatid, gangliosid) 
















Hoà 20 mg orcinol trong 100 mi Glycolipid hiện vết 
H;SO, 75%. Phun xịt bản và sấy ð|màu xanh dương- 
J150°C trong 15 phút tím trên nền trắng 
Dung dịch (1): 5 ml hypoclorit natri,ÍSphingolipid 
50 mi Venzen, 5 mi acid acetic, hiện vết xanh 
- Hoà 0,5 g benzidin, † tinh thể KI|dương trên nền 
vào 50 mÍ etanol 50%. Phưn (1), sấy trắng. 
khô rồi phun (2 








Ôrcinol- 
acid sulfuric 


Giycolipid 





















Hypoclorit natri- 
Thuốc thử benzidin 





Sphingolipid 
(ceramid, 
cerebrosid, 
'|gangliosid, sulfatid) 
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Gangliosid Resorcinol 


TP! 


BE 





khác nhau 


d) Các lịpid trung tính: #lycerid, sterol, ester steryl, acid béo tự do, các 
lipid trung tính... 


- Hệ dung môi: hexan: dietyl eter: acid acetic (80:20:1) hoặc (70:30: ] ). 
Thêm acid acetic để giúp tránh hiện tượng kéo đuôi trên bản mồng. 


-Thí dụ áp dụng: Có thể tách glycerid và acid béo tự do ra xa khỏi 
sterol tự do bằng sắc ký lớp mỏng hai lẫn: Lần đầu với isopropyl eter: acid 
acctic (96:4). Bản được sấy khô và giải ly lần thứ nhì cùng chiều với lần đâu, 
nhưng với hệ dung ly là eter dầu hỏa: diety] eter: acid acetic (90:10:1). 


b) Các phospholipid: Thường sử dụng sắc ký hai chiều để tách hỗn hợp 
phức tạp phopholipid trong tế bào động vật, thực vật. Dung môi triển khai lần 
nhất: cloroform: metanol: nước (65:25:4). Dung môi triển khai lần nhì có thể 
là m-butanol: acid acetic: nước (60:20:20) hoặc cloroform: aceton: metanoi: 
acid acetic: nước (5:2:1:1:0,5). _ _ 


Mặc dù sắc ký hai chiểu giúp làm tách các hợp chất phospholipid xa 
nhau rõ hơn nhưng các vết thường lan rộng và vệt bị kéo dài. 


€) Các giycolipid: Thường rất khó tách rời hoàn toàn bằng sắc ký lớp 
mỏng một chiểu vì thế nên sử dụng sắc ký hai chiểu. Chiểu đầu tiên với hệ 
dung ly cloroform:metanol:7N hydroxid ammonium (65:30:4). Bản mỏng 
được sấy khô và xoay bản 90°C rồi giải ly cho chiều thứ nhì với hệ dung ly 
cloroform:metanol:acid acetic:nước (170:25:25 :6). 

Có tác giả cũng đề nghị hệ dung ly khác: Chiều đầu tiên với hệ dung ly 
cloroform:metanol:nước (56:25:4). Bản mỏng được sấy khô và xoay bản 
00°C rổi giải ly cho chiều thứ nhì với hệ dung ly tetrahydrofuran:metylal: 
metanol:nước (10:6:4: 1). | | 
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5.4.4. Các thuốc hiện hình bản mỏng để phát hiện lipid 


Có nhiều loại thuốc thử để phát hiện lipid, có loại thuốc thử vận năng, - 
có loại đặc trưng; có thể phun xịt thuốc thử lên bản hoặc nhúng bản vào dung 
dịch thuốc thử. 


Một số thuốc thử để phát hiện lipid được trình bày trong bẳng 15 và 16. 


5.5. Sắc ký lớp mỏng của flavonoid (Xem thêm chương 2, mục 
flavonoid) 


9.9.1. Các aglycon flavonoid 


Sắc lý lớp mỏng rất hữu dụng đối với tất cả các loại flavonoid. Các 
aglycon của flavonol và flavon dễ dàng tách xa nhau. Có thể sắc ký điều chế 
các flavanon với hệ dung môi toluen: cty] acetat: acid acetic (80:19:1). Có 
thể sắc ký điều chế các flavonol aglycon với hệ dung môi benzen: buta-2-on: 
metahnol. 


Bảng 17 trình bày một số hệ dung môi phù hợp để sắc ký lớp mỏng các 
aglycon flavonoid khác nhau. : 


Dưới ánh sáng thường, các flavonoid không có màu hoặc có màu vàng, 
rất khó quan sát sự hiện diện của chúng. Thuốc thử Naturstoffreagenz A có 
thể giúp quan sát rõ, cũng như phân biệt một số loại flavon và flavonol khác 
nhau. _ 


Thuốc thử Naturstoffreagenz A: pha 1% hỗn hợp diphenyl: acid boric: 
etanolamin trong metanol. Phun xịt bản, sấy khô rồi phun dung dịch 
polyetylenglycol 4000 (viết tắt là PEG 4000). Sấy bản khô và quan sát dưới 
đèn UV:«s, các flavon và flavonol hiện màu sắc khác nhau. Kết quả màu của 
một số flavonoid với thuốc thử Naturstoffreapgenz A/PEG 4000 được trình 
bày trong bảng 18. 


Bảng 17: Một số hệ dung ly phù hợp cho aglycon flavonoid. 


Cellulose_| Butanol: AcOH: HạO (4:1: 5) 
utanol: AcOH: H;O (4:1: 5) 
| Dihydrochalcon | Cellulose |HO 77 7 — 
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Cellulose_| AcOH: H;O (5:95) 
| Silica gel | CHC1;: MeOH (89:11) 


Silica gel | Toluen: HCOOEt: HCOOH | UV 
(Š: 4: 1) 

















Flavanon 
Isoflavon 
Biflavonoid 


'Flavon-flavonol ... 


Polyamid 




















(5: 4: ]) 
Toluen: Metyl etyl ceton: 
MeOH 

(60: 25 :15) 

MeOH: HCOOH: H;O (58: 10 
:16) | | 
Butanol: AcOH: HạO (4:1:5) 
Etyl acetate:acid formic: acid 
acetc: HO (100:11:11:27) 











aglycon 


| glycosid | Cellulose 


glycosid | SiHca gel 
















Bảng 18: Giá trị R;của aglycon flavonoid trên sắc ký lớp mỏng với các 
loại pha tĩnh khác nhau. Màu sắc của vết khi bản được phun xịt bằng thuốc 
thử Naturstoffreagenz rồi quan sát dưới đèn UV. 






Flavon 
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Dugman  — - pợy — TH —— T02 DTT2TT0 2T hận 
Tangeretin _| _ —_ |B6784 |025| 048 089 | 028 lXám ` 


Flavon J8j1‡ẽH. GB NằẶẰ~ 
6alangn — - __——_—_ |0ã1 [089 [041] 038 bạn 7 
Kaempferol m—T— 48 | 014 | àng-lục. 


Kaemplerol.7.4¬dimetyl eterl3s  — ly — Jns3]g7a HT 0n DDưNghe —_ 
0,35 


Kaempferol-3,4'-dimetyl eter 


Kaempferol-3,7,4'-trimetyl 
eter 








œ 
-+> 
Co 
— 
ca 
^~ 







+ 


boy 
`" 
& 
+ 
© 
—_Ế. 
¬ 
© 
=. 
œ 
cịc 
NÌ> 
©|œ 


Myricetin ' .3,(, Ổ,4, : ; 
Quercetagetin 9,0, / 3,4) ____ | 00 |000| 0,01 | 095_ 
Ghi chú cho bằng 18: _ 
Hệ thống (1) và (2): Pha tĩnh là bản tráng silica gel 60 F›z„, dây 
0,25mm. Dung môi cho hệ thống (1) là benzen: etyÌ acetat: acid formic 
(8:2:1). Dung môi cho hệ thống (2) là toluen: etyl format: acid formic (S:4:1). 


š 
c> 
œ 
©|© 
—“ 
G |R 
S là |&? 
rÌH|3 
¬ 
Đ» 
c 





X Cả hai hệ thống đêu tách tốt các flavonoid khảo sát, tuy nhiên với hệ 
dung môi (I), silica gel giữ các flavonoid mạnh hơn so với hệ dung môi (2). 

*% Các nhóm —OCH; làm giảm tính phân cực của hợp chất. 

% Nối hydrogen nội phân tử tạo ra giữa nhóm -OH tại Cs với nhóm 
C=O tại C¿ làm giảm tính phân cực của flavon; thêm nhóm —OH tại Các vị trí 
khác sẽ làm tăng tính phân cực. Thí dụ 5-hydroxyflavon, flavon và 
?-hydroxyflavon có giá trị R¿ lần lượt là 0,74; 0,60 và 0,48 trong hệ thống (2). 


—— 


lô) 


Rf = 0.74 Rf= 0,60 | Rf= 0,48 Rf = 0,50 
Pha tĩnh: Silica gel; pha động: Benzen: etyl acetat: acid formic (§:2:1) 
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% Các flavonol có nhóm -OH tại C› cũng có thể tạo nối hydrogen nội 
phân tử với nhóm C=O tại C¿, nên flavonol có tính phân cực kém hơn các 
flavon mang số nhóm thế tương ứng. 


HO | = ' HO 
Jì C? 9 "X9 Cai L‹? 
4 4 43 o 
ị [O Ï 
| O. _ _DÖÔ00.. H O. HN ` H 
H 


Apigenin ' Kaempferol Galangin 
Rf = 0,29 Rf =0,32 Rf= 0,51 


Pha nh: Silica gel. Pha động: Benzen: ety] acetat: acid formic (§:2:1) 

__ Hệ thống (3): Pha tĩnh là bản tráng polyamid (DC-Alufolien Faz¿), dây 
0,15mm. Hệ dung môi là: toluen: buta-2-on: mefanol (10:5:3), _ 

_ Hệ thống (4): Pha tĩnh là bản trắng silica gel pha đảo dây C-18 (C-18 
Fsa), dây 0,25mm. Hệ dung môi là: metanol: acid Íormic: nước (58:10:16). 
Kết quả cho thấy kết quả ngược lại với silica gel pha thường. Hợp chất càng 
phân cực cho vết với R; càng lớn. Thay thế nhóm —OH bằng —OCH; không 
làm thay đổi nhiều tính phân cực đối với pha tĩnh. ` 

5.5.2. Các glycosid flavonoid | 

Các glycosid flavon và tlavonol có thể tách bằng sắc ký lớp mỏng điều 
chế với pha động là ©tyÌ acetat: acid formic: acid acetic: nước (100:1 1:] 1:27). 

*% Các monoglycosid kém phân cực so với các diglycosid. 

* Các loại đường cũng có tính phân cực khác nhau: arabinofuranosid > 
` ramnosid > arabinopyranosid > 8Ìlucosid > galactosid. 

Bảng 19 trình bày một số hệ dung môi phù hợp để sắc ký lớp mỏng các 
8Ìlycosid flavonoidkhácnhau  - ` _ 
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Bảng 19: Giá trị R¿ của gÌÏycosid flavonoid trên sắc ký lớp mỏng silica 
pel với hệ giải ly etyl acetat: acid formic: acid acetic: nước (100: 11:1 1:27). 


ƒ= | 
vi Glycosid flavonoid CẺN ông ThôNgg  stữ. | đạn. ) R 


Flavon 


—_ 


Apigenin-8-Œ-giu 
Apiqenin-B- 0-glu-7- 0-glu 
Apigenin-7-0-glu 


3 
4 

Âpigenin-7--apiosylglu _ 
6 


Luteolin-7-0-giu 4 
7 
l8 | Flavonol MXnG 
L9_ | Kaempferol-3-0-ha - D2] 587/8. 7 J... ~ j g72 
H0 |KaempergtOgu —— [agmumm —TÏjj;¿ —| ———T TT 
1 LAempfer--Qgi |  —TƑ;iÿ ca rƑ———T 


12 Quercetin-3- -ẩra { 


"-}-wogin3-@ha |Queggn [s7 —Ƒ—————Ƒ NA 
14 | NI Tan ng 

















14 | Quercetin-3-0-ara(p 
15 Quercetin-3- đ-qlu 
16 Quercetin-3- 0-gai 





†7 | Quercetin-3-(Œ-rut 
18 | lsorhamnetin-3-0-glu 
19 _] Isorhamnetin-3-0-rut 
Tamarixetin-7-0-rut 
21 | Myricetin-3-0-rha 


2£ | Mvricetin-3-0-glu 

| 23] TT | B348 | | 048 | 
Ghỉ chú: 8Ìu: glucosid; rut: rutinosid; EaÌ: galactosid; rha: rhamnosid; 

ara(f): arabinofuranosid; ara(p): arabinopyranosid. 





3.6. Sắc ký lớp mỏng của carotenoid 

Carotenoid là các tetraterpenoid có màu từ vàng đến đỏ, hiện diện hầu 
hết trong các loài thực vật. Các carotenoid thường hiện diện ở dạng ester; ở 
dạng phức gắn chặt chẻ hoặc lỏng lẻo vào lipid hoặc protein. 

% Cô lập carotenoid kém phân cực từ mẫu tươi bằng cách nghiền trong 
cối với metanol: aceton (2:1), lọc. Dịch lọc được trích nhiều lần với aceton 
hoặc hỗn hợp aceton: eter dầu hỏa để chiết cho đến khi hết màu. 
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% Cô lập carotenoid glycosid bằng metanol, đuổi dung môi ở áp suất 
kém thu được cao. Cao được hòa thêm một ít nước và chiết lỏng-lỏng với etyi 
eter. Lớp etyl eter được rửa với dung dịch NaCl 10% và rồi với nước cất, làm 
khan, đuổi dung môi thu được cao. Cận trữ cao ở trong bầu khí nitơ và ở nhiệt 
độ thấp (-30°C). - 


Các xantophyl có trong trái cây, cánh hoa thường hiện diện ở dạng 
©stcr với các acid béo mạch dài, cần phải được xà phòng hóa. 


9.6.1. Sử dụng bản mỏng silica gel 


với hệ dung môi là một dung môi phân cực hòa vào eter dầu hỏa theo các tỉ 
_ lệ khác nhau. B-Caroten luôn luôn đi chuyển sát với mức tiền tuyến dung môi 


Các carotenoid. 

Giá trị Rf của các carotenoid trên sắc ký lớp mỏng được trình bày trong 
bảng 20. Cấu trúc và tên E0I của một số carotenoid là sự phối hợp của các 
_. mảnh trình bày trong hình lbảng20. - | 

5.6.2. Sử dụng bản mỏng silica gel pha đảo _ 

Hệ dung ly phù hợp với silica gel pha đảo cho carorenoid là hỗn hợp ba 
loại dung môi: eter dâu hóa: aCeftonitril: metanol với một số tỉ lệ thay đổi như 
(1:4:5) hoặc (2:4:4) hoặc (2,5 :2,5: 5,0), trình Đày trong bảng 20. 


` á SG có 
8 H R l à j 
tủ | 3 cấu HQ "ó Œ ö Ỉ 
. b k ⁄ À Ø .^ 0 


Sa . 





Thí dụ b-caroten là A-M-A 





Hình 1: Gấu trúc một vài Car0enoid sử dụng để minh hoạ cho bảng 20 
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Bảng 20: Giá trị R; (x100) của các loại carotenoid trên bản silica gel, 
Merck; dung môi giải ly phần trăm v/v dung môi phân cực (ghi trên bảng) 
pha vào eter dầu hỏa (loại 40-60°C). 


Caroten0id 


-Caroten 


Lyc0pen L-M-L 100 
g.. 


A-M-0 ;2 










_ 
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-_ 
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— 
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—, 
— 
_— 
~ 
"3 
G2 
G cn 





hh 1 
xa: áiäáks 
r“ ị> 
Bị 
=— 
lẽ, 
~ 


c¬° —‡ |Pj 
# lš |S Í§ | |E |E 
| là 
¬ 9) ¡¬¬ 
8 SE 
Ð› | 5 
23 Ị= 
=, 
¬ 
c> 
—! Ì^N ^^ 
—_ ÏÌR^2 
œ› |h35 
đ> œ3 


G3 |Cò 
R | 
| 
8 | |E 
& | 
1; 
=Z.|E 
5 






Ucurbitaxanthin A 
Upurbitaxanthin B 
Llướen - 


Lâu 
kx 
=— 





C> 
`“ 
x 






vệ xk 
#|z 
^jœ 


= 
S, 
=n 
š 
= 
=. 
5 


)Santhin - 


c 
B›) 
œ 
=] 
m4 
= 
S. 
= 


riebs 


Ght chứ: (A), (B), (C) với pha tính: silica gel RP-18; pha động: eter 
dầu hỏa: acetonitril: metanol với một số tỉ lệ thay đổi lân lượt (1:4:5); (2:4:4) 
và (2,5:2,5:5). _ 







Bảng 21: Giá trị R; của clorophyl và các dẫn xuất của nó trong sắc ký 
lớp mỏng. 


Hệ thống (1): Pha tĩnh là sucrose, lớp 0.4mm: eter dầu hỏa: propan-2- 
ol (99: 1). : 


Hệ thống (2): Pha tĩnh là cellulose, lớp 0,lmm: eter dầu hỏa: aceton 
(8: 2). : 


Hệ thống (3): Pha tĩnh là silica gel, lớp 025mm: dietyl Cler: aceton: ˆ 
Isooctan (2:2:6) 
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Cấu trúc của clorophyl 
và các dẫn xuất của nó 







Ri-O0-f~H; 


!Ị 





Pheophytin b 

Clorophvl a 
Clorophyl b 
Pheophorbid a 


Pheophorbid b 








5.7. Sắc ký lớỡ mỏng của clorophyl 

Clorophyl, chất màu đại phân tử - đa vòng, tetrapyrol, ở trạng thái tự 
nhiên, phân tử có chứa một ion magne, là hợp chất tạo nên màu xanh lá cây 
cho thực vật. Clorophyl hiện diện trong tất cả các loài thực vật, trong một số 
loại tảo và cả ở một vài loại vi khuẩn. _ 

Clorophyl là hợp chất rất nhạy cảm. Khi tiếp xúc với ánh sáng, nhiệt 
độ, acid, base, một vài loại dung môi, vài loại chất hấp thu... clorophyl thay 
đổi cấu trúc hoá học. | 

Chiết tách clorophy!: N ghiễn trong cối 50 g mẫu cây với aceton, lặp lại 
sự chiết như thế vài lân, Gộp các dung dịch aceton, lọc; chiết lỏng-lỏng với 
eter dầu hỏa. Đuổi dung môi ở áp suất thấp, thêm vào dung dịch 10% NaC] 
và chiết lỏng-lỏng với đietyl eter. Dung dịch này được làm khan nước và đuỗi 
dung môi thu được cao có chứa clorophyl. Trữ CclorophyÌ trong một ít aceton 
hoặc dietyl eter, trong bầu khí quyển nitơ, ở nhiệt độ 4°C.. 

Tình chế clorophyl ở dạng phức clorophyl-dioxan: Dung dịch đậm đặc 
- nói trên được tận chiết với 2-propanol. Cho thêm dioxan vào dung dịch 
propanol này theo tỉ lệ: dung dịch: đioxan (1:7), để yên trong tủ lạnh sau hai 
_ giờ sẽ thấy tủa là phức clorophyl-dioxan. Ly tâm thu lấy tủa. Lặp lại quá trình 
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tạo phức như thế vài lần sẽ thu được phức tỉnh sạch không có lẫn carotenoid 
và lipid. Phức này được hòa tan trong dietyl eter hoặc aceton trước khi đem 
đi phân tích. 

Giá trị R; của clorophy] và các dẫn xuất của nó trong sắc ký lớp móng 
với các pha tĩnh khác nhau được trình bày trong bảng 21. 
5.8. Sắc ký lớp mỏng của quinon 

Quinon hiện diện trong hầu hết các loài thực vật, trong khắp các bộ 
phận của cây, tuy nhiên thường ở rễ, võ cây, lõi cây. Quinon có màu từ vàng 
đến đỏ, tím cho đến đen nhạt. : | | 

Trong thực vật, các quinon hiện diện nhiều ở dạng 1,4-naptoquinon và 
9,10-antraquinon. Các antraqguimon thường mang thêm các nhóm metyl], 
metoxy, hydroxy, Ø-gÌycosid và C-g]ycosid. Cũng có thấy dạng khử, dimer 
hoặc gắn thêm dây dài. 

5.8.1. Sắc ký lớp mỏng silica gel các naptoquinon 

e Muốn chiết naptoquinon: 50 g mẫu cây tươi (thí dụ cây Drosera 
rotundfolia) được nghiền trong cối với 100 ml dietyl eter có thêm 1% H;SO/, 
đậm đặc và để yên 8 giờ. Lọc, đuổi dúng môi, rồi thêm 50 ml dung dịch 2M 
HạSQu và thực hiện sự lôi cuốn hơi nước, dung dịch chưng cất màu vàng được 
chiết với dietyl eter. | 

e Hệ dung môi giải ly: - 

Với naptoquinon kém phân cực: eter dâu hỏa: ctyÌ acetat (6: 3) _ 

hoặc toluen: etyÌ acetat (15: 1) 

Với naptoquinon phân cực: h€xan: aceton: acid acetic Œ5:25:15) 

e Phun xịt bản với thuốc thử: dung dịch 10% KOH trong methanol. Các 
naptoquinon chuyển thành màu xanh dương-tím. 

Bảng 22: Giá trị R; một vài antraqumon trên sắc kỹ lớp mồng. 

Hệ thống (1): Silica gel 60 Fas4; eter dâu hỏa: ctyÌ acetat: acid formic 
(75:25:1) " 

_ Hệ thống (2): Silica gel 60 Fz4; cloroform: etyl acetat: dioxan: hexan: 

acid acetic (10,6: 9,9: 9,0: 70,6: 0,5) 
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Hệ thống (3): Silica gel 60 N-HR/UV;s„; eter dầu hỏa: etyÌ format: acid 
formic (75:25:5) 


ñ ï ĩ _Â¡ 0 0H OQHOQ QH 
Ầ CO HC AC Â OH go, hủ W 
Q}ỳ (X)(CXY @XXX' CYy 
»€ ế Z R⁄ š J Ra Z⁄Z x ⁄⁄ CH;-OR 
OH Ö OH Ò O _Ỏẳ ö R HH Blucose 


" Aloin (R=H); 
Juglon 7-Metyljuglon Lawson Antraquinon Äicinpeig (R=rhamnosid) 


——————o 


- Antraquinon Nhóm thê 
_= R | R | R 
Chysophanl | H | 0ụ _ 
_Physoion | 0H | 0H | 
Emodin 0H_ | Œ | 

Alizarin H cư + 
Pupai 


SH. 
Rhein  H | 0H. _000H_| 
Aoe-emodn | H | 0H | _ 0H;0H _ | 
Bảng 23: Giá trị R¿ một vài ântraquinon 8lycosid trên sắc ký lớp mỏng 


silica gel 60 Fas4 (0,25 mm, Merck), etyl acetat: metanol: nước (100: 13,5: 
10). "¬ 


= -__Ñntraquinon nlycosid 
Emodin-6- 0-apigsid 
Emodin-8- 0-rhamnosid _—_ |ffanginA ` 
Emodin-8-0-glucosid | 0.41 
Chrysophanol-8-0-glucosid A4... -:y:ƑT 
_Physdor8-0gigwu — ————_-[ƑT————————— 041 
Aloe-emodin-8- 0-glucosid 1... cổ 

Emodin-6- 0-apiosyi-8--glucosid 
_Aloin -11-Ø-rhamnosid : BE ng 
Emodin-6-0-rhamnosyi-8-0-glucosid | 0,17 


Rhein-8-Ø-glucosid 








5.8.2. Sắc ký lớp mỏng silica gel các antraquinon 


Giá trị Rr một vài anfraquinon và antraquinon ølycosid trên sắc ký lớp 
mỏng với một số hệ dung môi khác nhau được trình bày trong bảng 22 và 23. 
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Chương 5 


SẮC KÝ TRAO BỔI ION 


Sắc ký trao đổi ion là một trong những phương pháp để cô lập hợp chất 
hữu cơ. Kỹ thuật này được biết đến từ năm 1930 và đến năm 1940 mới có 
báo cáo cho biết sử dụng để cô lập và tách các amino acid từ dung dịch thủy 
giải protein. Cho đến nay kỹ thuật này vẫn còn được sử dụng rộng rãi để 
phân tích và cô lập các protein. : 


Trong sắc ký trao đổi ion, yếu tố chính liên quan đến việc lưu giữ và 
tách riêng các hợp chất dựa VÀO sự (ương tác tĩnh điện (electrostatic 
attracton) giữa các hợp chất có mang điện tích hiện diện trong mẫu phân tích 
với các tâm có mang điện tích ngược dấu (với điện tích của hợp chất) của pha 
tĩnh. _ 


Trong việc cô lập các hợp chất tự nhiên, với hỗn hợp mẫu chất ban đâu 
có chứa nhiều loại hợp chất khác nhau, nếu trong số đó có loại hợp chất có 
mang điện tích, sử dụng kỹ thuật sắc ký trao đổi ion để tách hợp chất đó ra 
khỏi hỗn hợp. | | 


O : Đối -ion của dung 
dịch đệm ban đầu 
À0: Hai loại hợp chất 
cần tách 
® : lon của dung dịch 
giải ly cột 





Hạt nhựa 
trao đổi ion 





Hình 1: Các giai đoạn trong quá trình trao đổi ion 
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Giai đoạn !: Nhựa trao đổi ion đang cân bằng với các đối- ion của nó. 
Các hợp chất cân phân tích sẵn sàng đi ngang qua nhựa. 
Giải đoạn 2: Nhựa trao đổi ion đang trao đổi với các hợp chất cân phân ˆ 
tích, các đôi-ion của nhựa bị loại ra khỏi nhựa. Sau giai đoạn cân bằng này, 
Việc giải ly sẽ được thực hiện. 


Giai đoạn 3: lon của dụng dịch giải ly đang tranh dành trao đổi với 
nhựa để đẩy tách hợp chất ( ^ ) ra khỏi nhựa. 

Giai đoạn 4- Gia tăng nông độ của dụng dịch giải ly, để ion của đụng 
dịch giải ly đủ mạnh để tranh dành trao đổi với nhựa để đẩy tách hợp chất 
(1) ra khỏi nhựa 


Giai đoạn 5: Tái tạo nhựa, trả lại tình trạng nhựa ban đâu. 
1. CÁC KIẾN THỨC CĂN BẢN VỀ SẮC KÝ TRAO BỔI ION 


1.1. Các đặc điểm tổng quát của nhựa trao đổi ion 


Nhựa trao đổi ion là những hạt hình câu, không tan trong nước; trên bể 
mặt hạt nhựa mang những nhóm chức có mang điện tích dương hoặc âm (các 
nhóm này được gọi là nhóm hoạt động của nhựa); các nhóm chức này luôn 
luôn kiên kết với đối-ion của nó. 

Nếu nhựa mang nhóm chức có điện tích dương, đối-ion của nó có điện 
tích âm. Nhựa này thực hiện sự trao đổi với các ion âm nên được gọi là nhựa 
trao đốt anion. N gược lại, nhựa mang nhóm chức có điện tích âm thì đối-ion 
của nó có điện tích đương, nhựa này thực hiện sự trao đổi với các ion dương 
nên được gọi là nhựa trao đổi cafion. 


Nhựa trao đổi anion mang những nhóm chức hoạt động là các amin tam ˆ 
cấp -NR› hoặc ammonium tứ cấp —N*Rạ. Nhựa thường được sản xuất với đối- 
ion là clorur (CL). Nhựa trao đổi cation mang những nhóm chức hoạt động là 
các acid, thường là —SO;H, ~PO;H, -COOH... Nhựa thường được sản xuất 
với đối-ion là natri (Na hoặc H°). _ 

Mỗi loại nhựa trao đổi đều có loại trao đổi mạnh và yếu. Loại nhựa 
trao đổi ion tính base mạnh sẽ hấp thu - bắt giữ tất cả các hợp chất nào có tính 
acid; trong khi đó, loại zửu/a trao đổi ion tính base yếu sẽ chỉ hấp thu - bắt giữ 
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hợp chất nào có tính acid mạnh và không bắt giữ hợp chất có tính acid yếu. 
Tương tự, loại nhựa trao đổi ion tính acid mạnh sẽ hấp thu - bắt giữ tất cả các 
hợp chất nào có tính base; và loại nhựa trao đổi ion tính acid yếu sẽ chỉ hấp 
thu - bắt giữ hợp chất nào có tính base mạnh và không bắt giữ được hợp chất 
có tính base yếu. | | 

Các loại nhựa loại mạnh được sử dụng thường hơn vì nhựa có thể hoạt 
động trong một khoảng rộng pH. Các loại nhựa acid yếu và base yếu chỉ hiện 
diện ở dạng ion khi nó ở dạng muối, vì thế khoảng pH hoạt động có giới hạn. 


Sự trao đổi ion có thể thực hiện trong cột sắc ký hoặc trong bechecr, 


Không có sự khác biệt về kết quả khi thực hành theo một trong hai kỹ thuật 
này, chỉ cân chú ý ở giai đoạn cân bằng, gắn hợp chất vào hạt nhựa. 


Một số đặc trưng của các loại nhựa được trình bày trong bảng 1 và 2 (ở - 
cuối chương). | | 


Bảng 1: Một số đặc trưng của các loại nhựa trao đổi ion. 


Tên nhựa trao | Tính acid Ehá nàng 
| trao đổi 


đổi + b 
iion as€ (trên resin khô) 


Acid 1-14 |4mmolH'/g 

l-EeŸ 

Nhựa CM Acid yếu Carboxymetyl 35-14 |9-10mmol H/g 
(-CH;-COOH) 


Base (2-Hydroxypropyl)- 1-15 |4mmolOH/ §B_ 
mạnh -dietyletylamonium 
_|Nhựa DEAE 


(-CH;-CH;-N*R"R¿) 
1.2. Lý thuyết về sự trao đổi ion 











Nhóm hoạt động 










ˆ 


Mu“. 4 mmol OH/g 


Lý thuyết của sự trao đổi ion là sự gắn kết có tính chất thuận nghịch 
giữa các phân tử có mang điện tích, như minh hoạ sau. 






Dietylaminoety] 
(-CH;-CH;-NR;) 
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_R: pha tĩnh, còn được gọi là nhựa (resin) 








n6 co ©(@® ® | _. G:nhóm chức mang điện tích được cố định 
ch RGŠS + trên pha tĩnh. Còn được gọi là nhóm chức 
hoïế c xen động m nhựa 
pƒmms nh -_€: đôi-ion của 
RẺ : s©) Nà ° § ¿2 -_ §: chất hữu cơ có mang điện tích 








— trái dấu với G | 
Trong sắc ký với cột nhồi pha tĩnh R có gắn thêm nhóm chức (G) mang 

điện tích. Giả sử cho đi ngang qua cột một hỗn hợp mẫu chất ban đầu có chứa 
nhiều loại chất tan (solute) khác nhau, chất tan nào có mang điện tích ngược 
dấu với điện tích của nhóm chức, thí dụ chất tan (S), chất tan sẽ đuổi đối-ion 
(C) ra, thế chỗ vào, để được gắn vào pha tĩnh, và như thế chất tan bị giữ lại 
trong cột, trong khi đó những loại chất khác của hỗn hợp mẫu chất ban đầu sẽ 
không bị giữ lại, nên đi ra khỏi cột. Kỹ thuật này đã tách riêng được hợp chất 
Š ra khỏi hỗn hợp ban đầu. 


Trong thực nghiệm, các nhà sản xuất có pha tĩnh với nhóm chức G 
mang điện tích dương hoặc mang điện tích âm. Biết rằng bất kỳ một loại ion 
âm hoặc ion dương nào đó đều phải có đối-ion (counter-ion) của nó đi kèm, 
không bao giờ có một ion âm (hoặc đương) hiện diện riêng rẽ một mình. 

Quá trình gắn kết giữa các phân tử Tnang điện tích trái dấu là quá trình 
có tính chất thuận nghịch, cho phép tái tạo lại được chất trao đối ion ban đầu, 
để có thể sử dụng lại nhiều lần. 


Điện tích của hợp chất hữu cơ có thể điều chỉnh bằng cách chỉnh pH 
của dung dịch. Các acid hữu cơ sẽ mang điện tích âm (R-COO' ) khi pH của 
dung dịch lớn hơn pKa của hợp chất acid; các amin man g điện tích dương (R- 
NH¿ˆ) khi pH của dung dịch nhỏ hơn pKa của hợp chất amin. 


Thí dụ tại pH> 6,0, đa số các acid carboxylic hiện diện ở dạng điện tích 
âm (R-COO)) và như thế chúng bị giữ lại trong cột trao đổi ion mang nhóm 
chức hiện diện ở điện tích dương, thí dụ các nhóm ammonium, Tương tự, các 
amin được proton hóa tại pH< 8,0 vì tại điểm đồ amin mang điện tích dương 
(R-NH:”) và như thế chúng bị giữ lại trong cột trao đổi ion mang nhóm chức 
hiện diện ở điện tích âm, dù ở cùng pH, thí dụ như nhóm chức acid sulfonic 
hoặc acid carboxylic (pH > 6,0). 
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thuộc vào hằng số phân chia Kp. Hằng số phân chia Ếp là tỉ số giữa hai hằng 
số phân ly Kạc và Kús. Biết rằng Kạc và Kạs lần lượt là hằng số mà đối-ion C 
hoặc chất tan S có thể gắn dính vào nhóm chức hoạt động của nhựa. 


Sự thành công hoặc thất bại của quá trình thực nghiệm trao đổi ion tùy 


affinity) của nhóm chức hoạt động của 
nhựa đối với các ion khác nhau, cũng như nồng độ của các ion đó. 

Nói chung, đối với một nhóm Chức hoạt động của nhựa: các ion đa điện 
tích (polyvalent Ions) do có nhiều VỊ trí có thể tương tác nên chúng có ái lực 
mạnh hơn các ion đơn điện tích. Các ion có tính khả phân cao (polarizable) 
hoặc có trạng thái oxid hóa cao sẽ CÓ ái lực mạnh trong quá trình trao đổi ion. 
Yếu tố này dựa vào lực tương tác Coulomb,. 





©@ ©@ ___ IRGL[S] 
RGC + ° =—> ÑRG S trẻ Ấqy= [RG. SỊ 








Hằng số phân chia Kp = _ZdC__ _[RGS) [C] 






: K . IRGIICI 
Ẩn IRG.C].[S] dCC 'IRG.CI. 





Šo sánh ái lực của một số anion đối với chất trao đổi anion 
(có thể có một số thay đổi với các loại nhựa trao đổi) 


Citrat, phosphat ) clorur ) bicarbonat, format ) acetat À hydroxid 
| so hs » NO, Brề cN” » Hsd” ) c®» HCd° 


So sánh ái lực của một số cation đối với chất trao đổi cation 
Calci ) ammonium À natri ) hydrogen À liium 





Hình 2: Sự cân bằng giữa chất tan $ và đổi-jgn c tùy thuộc vào hằng số phân chỉa Kp_ 
Ái lực tương đối như trình bày nêu trên giúp giải thích vì sao ion clorur 


ammonIum, 
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Quá trình thực nghiệm trao đổi ion còn lệ thuộc vào nhiều yếu tố khác, 
thí dụ như sự tương tác giữa các phân tử của mẫu chất ban đầu (các phân tử 
có kích thước lớn, nhỏ khác nhau) cũng như các vùng không bị ion hóa trên . 
bể mặt của nhựa trao đổi. Với một thể tích nhất định của nhựa trao đổi, sẽ 
chứa một số lượng cố định các nhóm chức hoạt động. Điều này có thể ước 
tính bằng cách đo khả năng của nhựa trao đổi. | 


Mỗi một loại nhựa đều được nhà sản xuất xác định rõ khả năng trao đổi 
ion của nó. Thí dụ một loại nhựa có khả năng 3 miliđương lượng cho mỗi 
gam (3 millliequivalents per gram), viết tắt là 3 medq/g, nghĩa là về mặt lý 
thuyết mỗi gam nhựa này có khả năng bắt giữ được 3 milimol loại phân tử 
mang đơn điện tích hoặc bắt giữ được 1L milimol loại phân tử mang ba điện 
tích. _ 


Hình 1 ở trang đầu tiên mô tả các giai đoạn xảy ra trong quá trình thực 
hiện sắc ký trao đổi ion. Trước tiên, người ta tìm cách gắn các hợp chất cần 
phân tích có mang điện tích, thí dụ hai loại chất ^ và ri, vào nhựa trao đổi 
lon. Tiếp theo, người ta tìm cách lần lượt tách rời từng hợp chất ra khỏi nhựa. 
Sự tách rời xảy ra vì các hợp chất khảo sát có đặc điểm điện tích khác nhau, 
nên chúng được tách rời khỏi nhựa tùy theo điều kiện thực nghiệm, như làm 
tăng nồng độ muối hoặc thay đổi độ pH của dung dịch giải ly... 


1.3. Các nguyên liệu sử dụng làm nhựa trao đổi ion 


_Các nguyên liệu được sử dụng làm nhựa trao đổi ion là những hạt 
không tan trong nước, bề mặt của hạt mang những nhóm chức có điện tích 
dương hoặc âm. Mỗi điện tích dương (hoặc âm) luôn có đối-ion hiện diện kể 
bên. N Iguyên liệu làm nhựa trao đổi ion có thể là các loại polysacarid hoặc 
resin tổng hợp. Có ba loại nguyên liệu chính: nhựa polystyren, các polymer 
carbohydrat và silica gel. 


Các nguyên liệu được chọn phải đáp ứng một số đặc điểm như: dung 
môi giải ly có thể chảy ngang qua nhựa với một vận tốc thoả đáng, hạt nhựa 
có độ bền cơ học. Các nhà sản xuất cung cấp nhiều loại nhựa có hoặc không - 
có lỗ rỗng. Các hạt nhựa có lỗ rỗng là loại nhựa do các đại phân tử nối mạng 
ngang, tạo thành các lỗ rỗng rắn chắc trong cấu trúc của hạt nhựa. 
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Khi thực nghiệm với hạt nhựa loại gel có lỗ rỗng, cân phải ngâm hạt 
nhựa trong dung môi, để hạt nhựa có thời gian trương nở, phơi bày tất cả các 
nhóm chức hoạt động đang có trên bề mặt của nó. Với các hạt nhựa làm bằng 
nguyên liệu không có lỗ rỗng thí dụ như silica gel, có nhiễu ưu điểm về vận 
tốc giải ly nên thời gian tách chất có thể nhanh gấp năm lần loại nhựa làm 
bằng nguyên liệu có lỗ rỗng. _ 








Gel có lỗ rỗng Resin đại phân tử tạo mạng Silica tạo nối 
(Porous gel) (Macroreticular resin) (Bonded-phase silica) 
Đường kính của hạt nhựa loại polymer thường được tính bằng mesh, 
trong khi hạt nhựa làm bằng silica thường được tính bằng micron. Hạt nhựa 
loại polymer thường được sử dụng là 100-200 mesh. Các hạt nhựa lớn (50- 
100 mesh) thường được sử dụng cho cột để tách chất; còn hạt nhựa nhỏ (200- 
400 mesh) cũng như hạt silica (5-10 um) phù hợp để phân tích định tính. 


1.3.1. Nhựa polystyren 


Nguyên liệu dùng làm nhựa trao đổi ion thông dụng nhất thường là 
_Polystyren, metacrylat có tính ky nước, mang nhiều nhóm chức hoạt động. 
Hạt nhựa rắn chắc, có độ bển cơ học, chịu được nhiệt độ và điều kiện pH 
khác nhau của môi trường. Các nhựa polystyren chịu được điều kiện pH 1,0 - 
14,0; còn nhựa metacrylat chịu được pH 2,0 -10,0. | 


Resin loại polystyren ky nước (hydrophobic) thông dụng nhất là 
Dowex, được tổng hợp từ những chuỗi styren và các chuỗi dây này được nối 
mạng ngang nhờ divinyTbenzen (viết tắt là DVB). Thay đổi lượng DVB trong 
phản ứng tạo mạng ngang dẫn đến thành lập các loại hạt nhựa có độ tạo 
mạng ngang khác nhau. Chỉ số X-2, X-4, X-8 biểu diễn phần trăm DVB đã 
sử dụng là 2, 4, 8%; trong các loại nhựa này, nhựa 8% là thông dụng. 


Khả năng và tính chọn lọc của các loại hạt nhựa gia tăng theo độ tạo 
mạng ngang, theo đó các nhóm chức hoạt động có nhiều hơn, bù lại sự trương 
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nở khó khăn hơn. Hơn nữa, nhựa có độ tạo mạng ngang cao sẽ có thời gian 
cân bằng chậm. : 


Nhược điểm lớn nhất của loại nhựa ky nước polystyren là có sự tương - 
tắc xảy ra giữa các chất tan cần tách và chất nên (giá mang các nhóm hoạt 
động) của pha tĩnh, khiến cho sau quá trình sắc ký, không thể đuổi hết các _ 
chất tan ra khỏi cột nhựa, 8ây khó khăn trong quá trình tái tạo hạt nhựa. 


Con đường tổng hợp để có các nhóm chức hoạt động của nhựa trao đổi ion. 









—HC-H;C- CH- CH;— 










ệˆ | | Polymer 
_ ,CH-CH;~CH— 









CH=CH; 
Divinylbenzen 





Styren 





—HC-H;C— 





Nhựa loại base mạnh 


CI-SO:H + 
BS cài O=§-OH : ° ®@© 











Kna Nhựa loai acd mạnh CHz-NR¿ Cl 
= l l RạN —HC-H;C—. 
| ~HC-H;C— 
CI-CH;-O-CH) ° — RNH, HỆ sS 
| : 271NH 


CH;-CI Nhựa loại base yếu 







HạC 














ï HÀ, _ ——C-H;C-CH-CH,— 
H, _,CH; HOOC | | 
+ C=C Nhựa loại acid yếu 
| : H COOH-- 5= 
CHECNG Acid metacrylic | /CH-CH;-CH- CHạ 





COOH 






1.3.2. Silica gel 


Gân đây có loại silica gel chế hóa bằng cách cho các nhóm chức silano] 
của silica tác dụng với nhiễu loại clorur siHl khác nhau để tạo thành những 
loại chất hấp thu mới, với các đặc tính vật lý đổi khác, được gọi là silica ge]- 
tạo nối (bonded silica gel). Loại silica gel này không trương nở trong dung 
môi. | 
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Hạt nhựa loại này có nhược điểm là phải có pH ổn định, cần thực 
nghiệm trong khoảng pH 2,0 -7,5, còn nếu phải thực nghiệm ở điều kiện pH 
ngoài khoảng giá trị nêu trên, hạt nhựa chỉ bền trong một thời gian ngắn. 


Các hạt nhựa loại này có kích cỡ nhỏ (5-50 im) nên thời gian cân bằng 
nhanh, có thể chịu được pH cao (nếu chỉ xảy ra trong một khoảng thời gian 
ngắn), phù hợp cho sắc ký HPLC. - 


1.3.3. Polymer carbohydrat 


Đầu tiên, loại hạt nhựa này được chế tạo từ các polysacarid để tách các 
hợp chất đại phân tử sinh học thí dụ các protein. Loại hạt nhựa này có tính 
chất ái nước (hydrophilic) nên không làm biến tính protein. 


Loại nhựa carbohydrat gồm có nhựa Sepharose (là agarose tạo mạng 
ngang) và cellulose, nhưng thông dụng nhất là nhựa Sephadex của hãng 
Pharmacia, là loại dextran được nối mạng ngang. 


Do tính chất ái nước của nhựa, nên ít xảy ra sự tương tác giữa các chất 
tan cần tách và mạng ngang của pha tĩnh như trường hợp nhựa polystyren. 


Các nhóm chức hoạt động được gắn lên các đơn vị đường của nhựa. 
Sephadex thông qua các nối cter. Ghép thêm nhóm chức dietylaminoetyl 
(DEAE) là pha tĩnh trong sắc ký trao đổi anion; ghép thêm nhóm chức 
carboxymetyl (CM) là pha tĩnh trong sắc ký trao đổi cation. 


| O 
: HO CHo non "go 
Câu trúc hóa học Hồ 7À _ HO HO O 
của gel Sephadex. HC: O O TY HOT@7-\ 
Các nhóm chức hoạt ^^ O— Đuỳ O 
động được gắn vào H h 


mo GỐ DU g "oN Z5 HN 
mạng thông qua nối eter 0 2% H Ò 


của các nhóm -OH của Nên HƠG? Z“-O OH "`. 
đường glucose. -HO HO Ỗ Hổ cà HO TÖŨ 


Hạt nhựa dextran có dạng hình cầu, đường kính hạt 40-120 um. Nhựa 
dễ dàng trương nở trong nước nên dễ nạp vào cột và cho dòng chảy của VOUNG 
môi giải ly khá dễ. 
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Nhựa Sephadex không tan trong bất kỳ dung môi nào. Nhựa bền trong 
nước, trong các dung dịch nước muối, trong dung môi hữu CƠ, trong những. 
dung dịch có tính acid yếu hoặc base yếu. Dung dịch có tính acid mạnh có. 
thỂ gây ra sự thủy giải chuỗi dây glucose. 


Nhựa được bán dưới dạng bột khô, nên muốn thực hiện quá trình trao 
đổi ion, điều đầu tiên là làm trương nở nhựa. 


Tổng lực mạnh lý thuyết của nhựa là số lượng các nhóm mang điện tích 


thương mại được trình bày ở bảng 4. 


Có hai loại nhựa Sephadex 25 và Sephadex 50. Các con số 25 hoặc 50 
Hên quan đến độ rỗng trên hạt nhựa (Bảng 6). Các lã rỗng của nhựa 
Sephadex không ảnh hưởng lên cơ chế của nhựa gắn lên hợp chất cần khảo 
sát nhưng độ rỗng của nhựa có ảnh hưởng đến các nhóm chức hoạt động ở vị 
trí bên trong hạt nhựa; các nhóm chức ở vị trí này không thể tiếp xúc với các 
phân tử khảo sát có trọng lượng phân tử lớn. 


Cần lưu ý là không có hiện tượng sắc ký lọc gel trong trường hợp sắc 
ký trao đổi ion, do đặc điểm của hai loại hạt nhựa khác nhau, 


Nhựa Sephadex 25 có độ tạo mạng ngang chặt chẽ hơn, hạt gel trương 
nở ít, nên hạt nhựa chịu được áp suất cơ học, bền, phù hợp để tách các hợp 
chất tự nhiên. Các loại nhựa trao đổi A-25 và C.25 thích hợp để sắc ký các 
_ hợp chất peptid, protein và nhất là các chất tan có khả năng chui vào bên 
trong hạt nhựa. 
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Nhựa Sephadex 50 có lỗ rỗng to hơn, thích hợp để tách các hợp chất 
đại phân tử. Loại nhựa trao đổi A-50 và C-50 thích hợp để tách các hợp chất 
đại phân tử. ị : 


Bảng 5 cho biết việc lựa chọn loại nhựa tùy theo trọng lượng phân tử 
của chất khảo sát. - # dỗ 


Bảng 4: Một số đặc trưng của các loại nhựa trao đổi ion đang hiện 
hành. 


Tên nhựa Tính acid Nhóm hoạt động Khả năng trao đổi 
base miiMol Hˆ (OH)/ g 
| _ nhựa 
SP-Sephadex Acid Sulfoxyl (-SO:H) 2,3 mmol H”/ g 
mạnh _ 


CM-Sephadex Carboxymetyl 4,5 mmol H'/g 


QAE-Sephadex Base | (2-Hydroxypropyl)- | 3,0 mmol OH/g 

_ -dietyletylamonium xà. 
DEAE-Sephadex 1,5 mmol OH/ s 
CM-Agarose - 2,5 mmol H”/g 
14 _ mmol OH/g 


Bảng 5: Loại nhựa Sephadex và trọng lượng phân tử của chất khảo sát. 


__ Loại nhựa Sephadex thích hợp 


30.000 - 200.000 _ A-50, C-50. 
> 200.000 | A-25, C-25 


2. MỘT SỐ KIẾN THỨC CĂN BẢN TRONG THỰC NGHIỆM TRÊN 
NHỰA TRAO ĐỔI ION : _ 








Trọng lượng phân tử của chất khảo sát 
Da) - x 











2.1. Chọn loại nhựa trao đổi ion phù hợp 
2.1.1. Chọn loại nhựa trao đổi ion tùy vào độ bền của chất khảo 
sát | | _ 
Nếu chất cần phân tích là một hỗn hợp, cần phải hiểu biết càng 
nhiều càng tốt về hỗn hợp đó: hợp chất dễ bị hư hỏng, bền, loại hợp chất 
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nào cần quan tâm, loại cần loại bỏ.. Trường hợp hỗn hợp chứa hai loại 
hợp chất: một loại đễ bị hư hại và loại kia thì bền, cần chọn nhựa có thể . 
gắn vào hợp chất bến và để cho hợp chất dễ bị hư hỏng được giải ly ra 
sớm, tránh cho chất đó phải gắn vào nhựa có thể bị hư hại thêm. 


Những hợp chất dễ bị hư hỏng cần được thực hiện với nhựa trao đổi ion 
yếu DEAE hoặc CM. _ à _ 


2.1.2. Chọn loại nhựa trao đổi ion tùy theo tính acid/ base mạnh 
hay yếu của chất khảo sát 


Lựa chọn loại nhựa mạnh hay yếu tuỳ vào ảnh hưởng của pH lên trên 
điện tích của hợp chất cần khảo sát. _ 


Nhựa trao đổi anion mạnh QAE được sử dụng để sắc ký với hợp chất có 
tính acid yếu, cần pH nhỏ mới có thể biến hợp chất khảo sát thành dạng ion. 


Nhựa trao đổi cation mạnh SP được sử dụng để sắc ký với hợp chất có 
tính base yếu, cần pH lớn mới có thể biến hợp chất khảo sát thành dạng ion. 


Nhắc rằng nhựa trao đổi ion tính base mạnh sẽ hấp thu - bắt giữ tất cá. 
các hợp chất nào có tính acid; trong khi đó, loại nhựa trao đổi ion tính base 
yếu sẽ chỉ hấp thu - bắt giữ hợp chất nào có tính acid mạnh và không bắt giữ 
được hợp chất có tính acid yếu, và tương tự ngược lại đối với nhựa trao đổi 
lon tính acid mạnh. 














Điện tích 
toàn phâ Điểm ì N 
đẳng điện . ỞpH nây protein gắn 
' đua nhựa trao đổi anion. 
Ù Ị } _. l Ủ ‡ Ỉ † ‡ 
L2 _} 9 10 1 ja PR 
Ở pH này proteiñi | 
gắn vào nhựa trao Vùng bên vn 
đổi cation. Của protein 


Hình 3: Điện tích toàn phần của protein thay đổi theo pH 
(Vùng bền của protein trong hình được lựa chọn hất kỳ để minh hoạ) 
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2.1.3. Chọn loại nhựa trao đổi ion tùy thuộc vào điện tích toàn 
phần của hợp chất cần khảo sát | 

Các hợp chất khảo sát chỉ gắn được vào nhựa trao đổi ion khi chúng có 
mang điện tích ngược dấu với điện tích của nhựa, gắn nhờ vào lực hút tĩnh 
điện. | | 

Với loại hợp chất chỉ mang một loại điện tích (hoặc điện tích dương 
hoặc điện tích âm), việc lựa chọn nhựa trao đổi ion sẽ đơn giản. Nhưng với 
loại hợp chất, thí dụ như các protein (H;N-CR;-COOHNH), là loại hợp chất 
lưỡng cực, cùng lúc mang cả điện tích dương và điện tích âm, nên điện tích 
toàn phần của hợp chất đó tuỳ thuộc vào pH. Ở pH nhỏ, điện tích toàn phần 
của hợp chất là điện tích dương; Ở pH lớn, điện tích toàn phần của hợp chất là 
điện tích Âm; ở pH = pÏ (với pI là điểm đẳng điện của phân tử), hợp chất có 
điện tích toàn phần là zero. Như vậy, tùy pH, protein có thể gắn vào nhựa 
trao đổi anion hoặc nhựa trao đổi cation. | _ 
| % Tại pH > pl: phân tử hiện diện ở dạng anion (ion âm HaN-CR;- 
COO) và hợp chất sẽ gắn vào nhựa trao đổi anion. 


COOH) và hợp chất sẽ gắn vào nhựa trao đổi cation. 


* Tại pH < pI: phân tử hiện diện ở dạng cation (ion dương H;N”-Ck;- 


%* Tại pH = pI: hợp chất có điện tích toàn phần là zero (H;N-CRø- 
COOH), không gắn vào nhựa trao đổi ion nào cả. 


Tuy nhiên, mỗi loại protein chỉ ổn định bên trong một khoảng pH nhất 
định nên việc lựa chọn loại nhựa nào cần phải xem xét đến khoảng bền của 
protem. | | 


" Nếu protein không bị hư hỏng ở pH lớn hơn điểm đẳng điện pI của 
nó, có thể sử dụng nhựa trao đổi anion như DEAE hoặc QAE. | 

® Nếu protein không bị hư hồng ở pH nhỏ hơn điểm đẳng điện pÏ của 
_ nó, có thể sử dụng nhựa trao đổi cation như CM hoặc SP. | 

Việc lựa chọn nhựa căn cứ trên vùng pH bền của protein. Vùng bền là 
vùng ở khoảng lớn hơn và nhỏ hơn một đơn vị so với điểm đẳng điện của 
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protein. Thí dụ, trong hình 2, vùng bền ở khoảng 4,2 - 6,2, vậy có thể chọn 
loại nhựa trao đổi anion hoặc cation. | 

Có thể biết điểm đẳng điện của một protein nhờ vào phương pháp điện ˆ. 
_ đi (electrophoresis) đo pI của một protein. 





BS 2 .-=ễs 
“.~..m~mm.Ằ—œmÊmÊm œ=m œ em ẹn " œm em 
x”~—mœma mg ĂẰ ĂẰ 6m GA mạ Œ 
S02 0i2G746 12226 
” m‡mmœẰ PT Km G0 Ắm Gm VC sen mm ứm e ám 
`. ... 
“”————m—m——=m=x~K—mẰ=K=KEe= 
Ð mm 7= m Ằ mm CĂ ĂẰ mo mm mm Am em 
“” mm mẰœ ĂẰœ  mớ (m mm V2 Ơm em G 


Anod Catod 


Bảng gel polyacrylamid để điện di đo điểm đẳng điện một hợp chất 


Bản gel được tẩm với những acid polyaminopolycarboxylic; áp dụng 
một điện trường lên tấm gel. Dưới tác dụng của điện trường, các acid sẽ di 
chuyển và dừng lại tại vị trí pI của nó. Như thế, nhờ dung dịch đệm, mỗi acid 
sẽ duy trì một vùng nhất định trên bản gel để cho vùng øel đó có pH= pI của - 
nó. Tiếp theo, bản gel này được sử dụng để đo điểm đẳng điện của protein. 
Khi một chất lưỡng tính được áp dụng lên gel, dưới tác dụng của điện trường, 
nó sẽ di chuyển đến khi lọt vào vùng gel mà pH của môi trường gel lúc đó 
bằng giá trị pI của nó, chất sẽ dừng lại. 


Không cần xét đến vị trí lúc ban đầu đặt chất lưỡng cực lên bản gel, 
chất lưỡng cực luôn di chuyển đến vùng có giá trị pH của môi trường gel 
bằng với giá trị pI của nó. Nhà sản xuất có bán các bản gel có độ phân giải 
cao cho kết quả với độ sai biệt 0,01 đơn vị pH. _ 

Tuy nhiên, nếu không có điều kiện để đo điểm đẳng điện của chất 
khảo sát, cũng có phương cách khác để chọn loại nhựa trao đổi ion tùy thuộc 
vào điện tích toàn phần của hợp chất cần khảo sát, với thí nghiệm như trình 
bày sau. 


a) Dụng cụ và hóa chất cần thiết ˆ 
- Ống nghiệm đường kính 2 cm, đài 16 cm. Ghị ký hiệu A, B,C, D 
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- Các loại nhựa trao đổi iơn: DEAE, QAE, CM, SP. Mỗi loại 50 mg 


khô, mỗi loại chứa trong một ống nghiệm nêu trên. 

- Hai loại dung dịch đệm: loại có pH # 5 và loại có pH #8 (nồng độ 0,1 
Mol/lf). Dung dịch đệm pH # 5 sử dụng cho nhựa trao đổi cation CM, SP và 
dung dịch đệm pH # § cho nhựa trao đổi anion DEAE, QAE. | 


_ Dung dịch mẫu chất cần khảo sát, chứa trong ống nghiệm ký hiệu E. 


- Máy quang phổ (đo UV), 
b) Cách tiến hành (được trình bày trong hình 4). 
Ống A Ống B Ống CC. - Ống D. 





DEAE QAE. CM ` SP - Dung dịch cần khảo sát 
nhựa anion nhựa anion nhựa cation nhựa cation 
base yếu basemạnh ;cjvếu acid mạnh 


Hình 4: Qui trình tìm nhựa trao đổi ion phù hợp cho chất cần khảo sát 
a) 30 mẹ nhựa, cân bằng lrong dung dịch đệm phù hợp với loại nhựa. 
0) Cho vào mỗi ống một lượng thể tích nhất định của dung địch khảo sát 


Khuấy đều, để yên cho nhựa lắng xuống, hút lấy phân dung dịch nổi lên 
trên. 


C) Đo mức hấp thu quang của dụng dịch nổi bên trên đó. 
đ) Do mức hấp thu quang của dụng dịch mâu ban đầu trong ống E. 
S0 sánh mức hấp thu quang của năm dụng dịch sẽ thấy được loại chất 
traô đổi ion nào đã hấp thụ mạnh hợp chất cần khảo sát. 
s Cân bằng nhựa trong dung dịch đệm trước khi gắn chất khảo sát: cho 
_ mỗi ống 30 mi dung dịch đệm phù hợp, lắc đều ống nghiệm rồi để yên, gạn 
bỏ phân dung dịch nổi lên trên và cân bằng một lần nữa. Để yên cho nhựa 
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lắng xuống đáy ống nghiệm và hút bổ phân dung dịch nổi lên trên, chỉ chừa 
lại tổng cộng 10 ml (nhựa và dung dịch đệm). | 

© Thêm vào mỗi ống nghiệm một lượng thể tích nhất định của mẫu chất 
cần khảo sát, khuấy trộn nhẹ, đều, để mẫu tiếp xúc với nhựa. Để yên cho 
nhựa lắng xuống đáy ống nghiệm. Hút lấy phân dung dịch nổi lên trên của 
mỗi ống A, B,C, D. _ 
| e Đo mức hấp thu quang của bốn dung dịch vừa hút và của dung dịch: - 
mẫu ban đầu còn chứa trong ống E. : 

e So sánh mức hấp thu quang của năm dung dịch này, sẽ biết loại nhựa 
nào đã hấp thu nhiều mẫu chất khảo sát. 

Ghỉ chứ: Phương pháp này đôi khi không phù hợp khi hỗn hợp gồm 
nhiều loại protein có đặc điểm khác nhau, một số loại protein có thể nằm 
trong dung dịch nổi lên trên và một số protein loại khác lại được hấp thu gắn 
vào nhựa. 


2.2. Thí nghiệm để biết số lượng nhựa cần cho số lượng mẫu chất khảo 
“sát _ ` : 

Sau khi thực nghiệm như trình bày trong hình 4, biết được nhựa phù 
hợp đỂ sắc ký trao đổi-ion cho chất khảo sát. Tiếp theo, thực nghiệm như 
trình bày sau cho biết số lượng nhựa sử dụng để có thể hấp thu hết số lượng 
mẫu khảo sát. § _ | 
__ @) Dụng cụ và hóa chất cần thiết _ 

- Các ống nghiệm đường kính 2 cm, dài 16 cm. 


- Loại nhựa trao đổi ion đã được xác định: 50 mg nhựa trao đổi loại A- 
30 hoặc C-50; hoặc 25 mg nhựa trao đổi loại A-25 hoặc C-25. 


- Hai loại dung dịch đệm: loại có nH # 5 và loại có pH # 8 (nồng độ 0,1 
Mobfn. Dngs si : sọm pH # 5 sử dựng cho nhựa trao đổi cation CM, SP và 
dung dịch đệm pH # 8 cho nhựa trao đổi anion DEAE, QAE. 


_~ Dung dịch mẫu chất cần khảo sát. 
- Máy quang phổ (đo UV). 
_ 2908 
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__b) Cách tiến hành (được trình bày trong hình 5). 


1 mg/ml dung PA T “Hà, 


dịch " }) 3 





ỐngAI A2 A3 Ông B1 B2 B3 Dung dịch mẫu 


530 mg nhựa CM-25 ở pH5 _{? mg nhựa CM-50 TH “* „ 
dụ pha ở nồng độ 


| Ì mpg/ml 
Hình 5: Qui trình tìm lượng nhựa trag đổi ion phù hợp với lượng mẫu chất khảo sát 


a) Nhựa được cân bằng trong dung dịch đệm 
b) Cho vào mỗi ống một lượng biết trước dụng dịch mẫu cân khảo sát. 


Khuây đều, để yên cho nhựa lắng xuống, hút lấy phân dung dịch nổi lên 

(rên. _ 

` €) Đo mức hấp thu quang của dung dịch nổi lên trên đó. 

đd) Đo mức hấp thu quang của dung dịch mẫu ban đầu trong ống E 
ào sánh mức hấp thu quang của các dung dịch cho biết lượng nhựa cân 
Cho lượng mẫu khảo sát 
© 1hí dụ, đã chọn nhựa phù hợp là CM, do đó, lấy 50 mg loại nhựa CM- 

25 và 25 mg loại nhựa CM-50. Tương ứng, sử dụng dung dịch đệm có pH # 5 

với nông độ 0,1 Mol/lít. Mỗi loại nhựa được đựng trong các ống nghiệm. 

e Cân bằng nhựa hoàn toàn, bằng cách ngâm nhựa rồi gạn bỏ dung dịch 

nổi lên trên. Thực hiện nhiều lân, mỗi lần 30 mi dung dịch đệm. Cuối cùng, 

chỉnh thể tích vừa nhựa vừa dung địch đệm còn khoảng 10 ml. 

s Cho một lượng biết trước của dung dịch hợp chất cần khảo sát (pha 
trong dung dịch đệm hoặc để nguyên dạng khô). Khuấy trộn nhẹ, đều. Để 
mẫu tiếp xúc với nhựa. Để yên cho nhựa lắng xuống đáy ống nghiệm. Hút 

lấy phần dung dịch nổi lê.. „2n của mỗi ống. 
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 ˆ.-.... TH ==—s=--.7..-- 
s Đo mức hấp thu quang của các dung dịch vừa hút và của dung dịch 

mẫu ban đầu còn chứa trong ống E. 





® So sánh mức hấp thu quang của các dung dịch này, sẽ cho biết lượng _ 
xác định nhựa có thể hấp thu bao nhiêu lượng mẫu chất khảo sát. 


Dựa vào bảng 2 (ở cuối chương) để chọn nhựa của hãng sản xuất nào, 
trên nhãn của hộp đựng cho biết tổng /ực mạnh lý thuyết của nhựa là bao 
nhiêu; từ đó với kết quả thu được như thực nghiệm trong hình 5, tính toán cho 
biết số lượng nhựa cần sử dụng là bao nhiêu (thí dụ X g) để có thể gắn hết tất 
cả lượng mẫu chất cần khảo sát. 

Lưu ý, các nghiên cứu cho thấy muốn bảo đảm kết quả thực nghiệm, 
không nên sử dụng vượt quá 10-20% khả năng của nhựa. Vậy, lấy con số X 
ÿ nhân lên 5 lần hoặc 10 lần để biết được tổng số lượng nhựa cần thiết để 
thực hiện sắc ký trao đổi ion. 


Với số lượng nhựa tính toán sử dụng, có thể áp dụng để tách bằng cột 
sắc ký hoặc tách bằng becher đều cho kết quả như nhau. 

Minh họa thêm cho phần thực nghiệm trong hình 5 là bảng 6, kết quả 
nghiên cứu nhựa Sephadex để sắc ký trao đổi ion bắt giữ chất hemoglobin có 
trọng lượng phân tử 69.000 dalton, 

Bảng 6: Khả năng bắt giữ chất hemoglobin của các loại nhựa 
Sephadex khác nhau. 


Tổng lực mạnh 





- Nhựa trao Khả năng của nhựa đối với 
đổi-ion hemoglobin (ø/g ). 


8 lượng/pam) 
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DEAE A-50 | 5,0 : 
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Ghi chú: Khả năng của nhựa đối với hemoglobin là số lượng: 
hemoglobin gắn vào 1 gam nhựa khô trong điều kiện thực nghiệm sử dụng 
dung dịch đệm tris-HCI pH8, nông độ 0,01 đối với loại nhựa DEAE, QAE và 
dung dịch đệm acetat pH5, nồng độ 0,01 đối với loại nhựa CM, SP. 


2.3. Chọn loại dung dịch đệm 


Chọn theo nguyên tắc dung dịch đệm cation sử dụng cho nhựa trao đổi 
cation, dung dịch đệm anion sử dụng cho nhựa trao đổi anion. Thí dụ: dung 
dịch đệm anion CH;COO NH4, sử dụng cho nhựa trao đổi cation -COO'. ' 


Nên sử dụng dung dịch đệm ở nổng độ 0,1 Mol/lít. Đôi khi người ta 
thêm vào dung dịch đệm một số hợp chất như: alcol (có khi đến 20% thể 
tích), dimetylformamid, 7M urea, triton X-100.. để giúp cho dung dịch đệm 
hòa tan tốt các chất cần khảo sát, các protein (nếu để cô lập protein) 


Lựa chọn pH và nồng độ dung dịch đệm sao cho khi ở trong dung dịch 
dệm đó, hợp chất cần khảo sát có điện tích toàn phần ngược dấu với điện tích 
của nhựa trao đổi nên gắn tốt vào nhựa. Dung dịch đệm phải có pH /ớn hơn 
một đơn vị so với điểm đẳng điện của nhựa trao đổi anion, hoặc phải có pH 
nhỏ hơn một đơn vị so với điểm đẳng điện của nhựa trao đổi cation. Các điều 
kiện về pH và nông độ dung dịch đệm ở thời điểm bắt đầu quá trình giải ly 
không được quá khác biệt với điều kiện lúc gắn hợp chất vào nhựa. 

Các hợp chất bắt đầu tách rời khỏi nhựa ở khoảng 0,5 đơn vị pH so với 
điểm đăng điện của nhựa trao đổi. ˆ | 


Khoảng pH của một số dung dịch đệm thông dụng. — Giá øj pH 


Acid citric — citrat natri . 2,0— 6,0 
Acid formic — format natri 3,0—4,5 
Acid acetic — acetat natri | | 42-54 
Tr1s — acid phosphoric 5,0— 10,0 
Hydrogen phosphat natri _ | | _ 5,0— 1A 
Trietanolamin _ 6,7— 8,7 
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Acid boric — borax | 6,8 — 10,0 
Tris - acid clohydric | 7,5— 9,5 
Amoniac — clorur ammonium _ 8,2 — 10,2 
Borax- hydroxid natri : —— 10,6- 11,6 
Bicarbonat natri — hydroxid natri _ 9,0— 12,0 


2.4. Làm trương nở nhựa trước khi gắn mẫu chất khảo sát 


Giai đoạn cân bằng nhựa, làm nhựa trương nở hoàn toàn để sẵn sàng 
bắt:giữ chất giữ vai trò quan trọng cho quá trình sắc ký trao đổi ion đạt kết 
quả tốt. _ | | 
_ 2.4.1. Trường hợp đối-ion của dung dịch đệm giống với đối-ion 

của nhựa 
..._ Nhựa cần được trương nở hoàn toàn ở pH sử dụng. Làm trương nở nhựa 
bằng cách ngâm nhựa vào dung dịch đệm phù hợp ở nhiệt độ phòng trong hai 
ngày hoặc trong 2 giờ, ở pH trung tính, trên bếp cách thủy. Không được 
khuấy trộn nhựa một cách mạnh mẻ vì như thế có thể làm hư hỏng các hạt 
nhựa. 

_ Thực nghiệm tốt nhất như sau: trong một becher, cho 1 gam nhựa khô 
và dung dịch đệm (# 50 ml), khuấy nhẹ, để yên cho nhựa lắng xuống, chờ 
một khoảng thời gian ngắn, gạn bỏ phần dung dịch nổi bên trên và thay dung 
dịch đệm mới vào; thực hiện nhiều lần trong quá trình làm trương nở nhựa; 
cuối cùng để nhựa trương nở qua đêm trong dung dịch đệm. 


Thí dụ, sử dụng nhựa SP-Sephadex (-O-CH;-CH;-CH;ạ-SO,- Na) thực 


hiện với dung dịch đệm “acetat natri-acid acetic”, như thế phần đối-ion của - ˆ 


nhựa vẫn là Na”. Lưu ý là ion acetat ~COO của dung dịch đệm không có gắn 
vào nhựa. 


Sau khi trương nở, hạt nhựa có dạng hình khối câu, đường kính hạt 
khoảng 0,1-0,2 mm, có thể quan sát được bằng mắt thường. 
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2.4.2. Trường hợp đối-ion của dung dịch đệm khác với đối-ion 
của nhựa 


Các nhà sản xuất bán hạt nhựa dưới dạng muối: nhựa DEAE, QAE với 
đối-ion là CI' và nhựa CM, SP với đối-ion là Na hoặc Hˆ. Vì vậy, nếu trong 
quá trình thực nghiệm cần sử dụng một loại dung dịch đệm nào đó không 
phải là CI (hoặc Na”), mà thí dụ là X' (hoặc Y”), trước khi áp dụng sắc ký 
trao đổi ion, phải chuyển đổi đối ion của nhựa từ CI (hoặc Na”) trở thành X” 
(hoặc Y”), với thực nghiệm như sau. 


Ngâm nhựa trao đổi ion trong một lượng thừa dung dịch đệm muối đối- 
ion mới, dung dịch đệm này có nồng độ khá đậm đặc 0,5-1 M. Khuấy nhẹ và 
để yên cho nhựa trương nở hoàn toàn. Lắng gạn, thu lấy nhựa. Thả nhựa vào 
dung dịch đệm mới (loại dung dịch đệm sẽ sử dụng để bắt đầu phần sắc ký), 
có nồng độ thấp 0,1M. Thực hiện nhiều lần để nhựa hoàn toàn trương nở 
trong dung dịch đệm mới. 


Thí dụ cần thực hành nhựa DEAE (-0-CHCH,* NH(C;2H;); CI) với 
dung dịch đệm acetat ammonium (CH;COO NHạ): Trước tiên, nhựa được 
cho trương nở trong dung dịch đậm đặc acetat ammonium hoặc acetat natri, 
như thế các ion clorur CÏ của nhựa được thay thế bằng ion acetat. Lọc, thu 
lấy nhựa. Tiếp theo, nhựa được cho cân bằng nhiều lần trong dung dịch loãng 
acctat ammonium (loại sẽ sử dụng). 


Muốn kiểm tra xem có còn sự hiện diện của ion clorur: dung dịch nước 
qua lọc được acid hóa bằng acid nmitric và nhỏ vài giọt nitrat bạc 1% sẽ thấy 
tủa trắng của ion clorur. 


% Thí dụ 1: biến đối nhựa Dowex-50 mang đối-ion là H” thành nhựa 
mang đối ion là Na”: đặt nhựa vào cột, rửa nhựa nhiều lần, mỗi lần với 100 
rm dung dịch NaOH 1N, vận tốc dòng chảy 5-10 ml/phút. Sự chuyển đổi sẽ 
toàn toàn khi dung dịch chảy ra khỏi cột có pH> 9. Tiếp theo, nhựa được rửa 
với nước chỏ đến khi dung dịch chảy ra khỏi cột có pH < 9. 


*% Thí dụ 2: biến đổi nhựa Dowex-i (C]) mang đối-ion là CŒT thành 
nhựa mang đối ion là format H-COO : rửa nhựa với một lượng lớn thể tích 
_ dung dịch NaOH 1N, gấp từ 10-20 lần thể tích cột. Tiếp theo, nhựa được rửa 
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với nước cho đến khi dung dịch chảy ra khỏi cột có pH< 9. Tiếp theo, nhựa 
được rửa với dung dịch 1N acid formic cho đến khi dung dịch chảy ra khỏi 
cột có pH< 2. Cuối cùng nhựa được cân bằng trong dung dịch đệm acid ` 
formic-format natri cho đến khi dung dịch chảy ra khỏi cột có pH4,5. 


2.9. Tái tạo nhựa - Tồn trữ nhựa trao đổi ion 
2.5.1. Tái tạo nhựa 


Nhựa trao đổi ion khá đắt tiền, vì thế sau khi sử dụng xong cần được xử 
lý để có thể tái sử dụng. Qui trình xử lý như sau. 


% Loại bỏ hết những hợp chất đã gắn vào nhựa và các chất tạp bẩn 
khác. Nhựa được đặt trên phễu buchner, rửa nhựa nhiều lận với dung dịch 
nước muối đậm đặc và nông độ tăng dần đến 2M/lít nhằm mục đích tách hết 
những hợp chất đã gắn vào nhựa. Các muối này phải có đối-ion giống với 
đối-ion của nhựa trao đổi lúc nguyên thủy. 

_* Các hợp chất tạp bẩn khác thí dụ như lipid, protein,.. có thể được 
loại khỏi nhựa bằng dung dịch NaOH 0,1 M và sau đó phải rửa nhựa với nước 
cất và với những dung dịch nước muối cho đến khi dung dịch qua lọc hết tính 
base. | ;o ớt 

2.5.2. Tồn trữ nhựa 

Các nhà sản xuất bán nhựa trao đổi ở dạng khô. Nhựa có tính hút ẩm 
nên cần tồn trữ nhựa trong lọ đậy nút kín. 


Với nhựa đã qua sử dụng có thể tổn trữ trong dung dịch đệm có đối—ion 
giống với đối—ion của nhựa trao đổi lúc nguyên thủy, có cho thêm chất chống 
mốc vào dung dịch đệm. Nhựa được đựng ngập trong dung dịch đệm và chai 
lọ phải đậy thật kín. | 


Để tôn trữ cho an toàn, có thể sấy khô nhựa với cách thực hành như sau 


*% Rửa nhựa trên phễu buchner với một lượng thừa dung dịch đệm 
trung tính, có nông độ rất loãng, cho đến khi nước rửa không còn vết muối - 
nào. 
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% Làm cho hạt nhựa co thể tích lại bằng cách rửa nhựa với dung dịch | 
alcol có nông độ tăng dần cho đến khi đạt nồng độ 96%. Với nhựa DEAE, 
QAE, CM rửa với ctanol; với nhựa SP rửa với metanol. Cần phải có thời gian 
cho mỗi giai đoạn để hạt nhựa co lại từ từ. 

% Rửa loại bỏ alcol ra khỏi hạt nhựa bằng dietyl eter, rồi sấy khô ở 
nhiệt độ thấp. 

% Trữ hạt nhựa khô trong lọ đậy nút kín. 

2.5.3. Chất chống nấm mốc cho hạt nhựa trao đổi ion 


Khi tồn trữ hạt nhựa trong dung dịch đệm, cần thêm vào dung dịch này 
những chất chống nấm mốc. _ 

* Chất chống nấm mốc dành cho nhựa trao đổi anion: muối phenyl 
thủy ngân 0,001%; clohexidin 0,002%. | 

Chất chống nấm mốc dành cho nhựa trao đổi cation: azid natri 
(NaNg) 0,02%; thimerosal, etyÌ tiosalisilat -thủy ngân 0,005% 


* Chất chống nấm mốc dành cho cả hai loại nhựa: #illtbndli (tên - 
thương mại là clorethon) 0,05%. _ 


3. SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION, SỬ DỤNG CỘT HOẶC BECHER 
3.1. Lựa chọn kích thước cột sắc ký 


_ Nếu biết được số lượng mẫu cần khảo sát, thử nghiệm biết được loại 
nhựa trao đổi-ion nào phù hợp, xem thông tin về nhựa do nhà sản xuất cung 
cấp sẽ tính toán được số lượng nhựa cần sử dụng: số lượng nhựa được qui ra 
thể tích sau khi đã trương nở trong dựng dịch phù hợp. Thường thì tỉ lệ giữa 

thể tích nhựa và thể tích hợp chất cần sắc ký vào khoảng 1:10 đến 1 20. 


Để đạt kết quả tốt: trong sắc ký trao đổi ion, sử dụng cột ngắn có đường 
kính lớn. 


Khác hẳn với sắc ký cột cổ điển, sắc ký trao đổi ion là một qui trình có 
thể biểu diễn ngắn gọn với hiện tượng “đóng / mở”. 
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Trong quá trình sử dụng dung môi để giải ly hợp chất ra khỏi cột, một 
khi đạt đến đúng điều kiện, hợp chất (gọi là chất tan, solute) sẽ không còn 
bám vào nhựa nữa; mà nếu không còn bám dính vào nhựa, phân tử chất tan 
đó sẽ hòan toàn tự do, hoà theo dòng chảy của dung môi để đi ra khỏi cột, 
không kể lúc nó bám vào nhựa, nó ở vị trí nào trong cột, ở vị trí gần đầu cột 
hay ở xa đầu cột. Vì lý do đó, phần cột (chứa nhựa trao đổi ion) quá dài sẽ 
không phù hợp cho sắc ký trao đổi ion, 


Các nghiên cứu cho thấy cây cột đài có thể làm cho áp suất bên trong 
của cột bị sụt giảm thất thường (back-pressure problem), làm các hợp chất 
khuếch tán theo chiều ngang (ongitudinal diffusion), làm dải băng rộng 
thêm ra (band broadening: các chất giống nhau được giải ly ra khỏi cột thành 
một dải băng, dải băng càng hẹp, kết quả càng tốt) làm ảnh hưởng đến khả 
năng tách riêng từng loại hợp chất khác nhau của sự sắc ký. 


Trong phòng thí nghiệm, người (a thường sử dụng cột có ống hình trụ 
đài, làm bằng nhựa PT FE, plastic, thủy tỉnh... hai đầu ống có ven răng cưa. 
Đậy hai đầu ống bằng hai nút nhựa plastic cũng có ven răng cưa sao cho có 
thể vặn vừa khít vào đâu ống. Chính giữa mỗi nút có gắn một ống inox, 
đường kính 1-2 mm, ló ở mỗi hai đâu nút một đoạn khoảng 0,5 cm. Ống nhỏ 
này dùng để nối dẫn dung dịch giải ly từ bình chứa dung dịch giải ly đi vào 
trong ống sắc ký. Ở đầu ống, lót bên trong hai nút vặn là một tấm tròn bằng 
nhựa polyetylen có _ | 
lỗ rỗng nhỏ để chặn 
không cho hạt nhựa 
chảy vào làm bít ống 
inOX. Cột sắc ký 
Các hãng sản HrAO đổi ion 
xuất có bán sẵn các , 
cột sắc ký dài 7-30 
cm. Thường chiều 
CAO của cột vào 
_ khoảng 10-20 cm. 
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3.2. Nhồi nhựa trao đổi vào cột và nạp mẫu cần phân tích vào đầu cột 
3.2.1. Nhổi nhựa trao đổi vào cột 


Giữ cột thẳng đứng trên giá, khoá vòi bên dưới cột. Nhựa trao đổi ion. 
_ đã được cân bằng trong trong dung dịch đệm (loại để bắt đầu cho quá trình 
sắc ký); lượng nhựa và thể tích dung môi sao cho có thể rót nhựa dễ dàng vào 
cột, không tạo ra những bọt khí nằm giữa các hạt nhựa. Để yên 5-10 phút cho 
các hạt nhựa lắng xuống, rót đầy cột bằng dung dịch đệm, mở khóa để cho 
nhựa lắng xuống. Khi nhồi cột hòan tất, cần cân bằng cột bằng cách cho dung 
dịch đệm chảy qua cột, cuối cùng tiểm tra pH của dung dịch chảy ra khỏi 
cột. 


3.2.2. Nạp mẫu chất lên đầu cột 


Dung dịch mẫu phải được lọc trong suốt trước khi nạp vào cột; lọc bằng 
tờ giấy lọc hoặc ngang qua một lớp celite. 


Lượng mẫu tùy vào lượng nhựa cũng như khả năng trao đổi của nhựa. 
Điều quan trọng nhất là làm sao để tất cả các cấu tử quan trọng của mẫu chất 
được hấp thu hết vào nhựa, như thế nghĩa là chú ý ý đến số lượng của mẫu hơn 
là thể tích của mẫu. _ 


Thí dụ muốn tách một hỗn hợp hemoglobin trên cột SP-Sephadex C- 
50. Các nghiên cứu trước đây cho biết / gam nhựa SP-Sephadex C-50 khô có 
thể gắn 7,0 g hợp chất hemoglobin. Tuy nhiên, các kết quả thực nghiệm 
_ khuyến cáo chỉ thực hiện việc gắn mẫu chất vào nhựa với 10 -20% so với tính 
toán lý thuyết về lực của nhựa, như thế tỉ lệ cần cho thực nghiệm nên là 0,7g 
hemoglobin cho ] gam nhựa khô. Vậy, nếu muốn sắc kỹ trao đổi ion để bắt 
giữ 0,7g hemoglobin thì cần 1 gam nhựa SP-Sephadex C-50. Để nạp mẫu 
chất lên đầu cột, 0,7g hemoglobin ong 2 mỉ dung dịch mẫu hoặc 0,7g 
hemoglobin ứrong 50 mÍ dụng dịch mẫu cũng cho kết quả sắc ký như nhau. 


Trong thực nghiệm, một lượng lớn thể tích hỗn hợp có thể được rót lên 
đầu cột sắc ký mà không cần phải cô đậm đặc dung dịch này. "¬ 


Để nạp mẫu lên đầu cột: mở khoá để hạ mức dung dịch đệm xuống vừa 
sát mức nhựa ở trên đầu cột, khóa lại. Dùng pipette hút và đặt dung dịch mẫu 
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lên đầu cột, mở khóa cho dụng dịch mẫu hút vào lớp nhựa ở trên đầu cột. Để 
yên 10-20 phút để cho mẫu chất tiếp xúc cân bằng với nhựa. 


Khi tất cả lượng mẫu đã được gắn lên đầu cột nhựa „ cho vài mỉ dung 
dịch đệm ban đâu chảy qua cột, nối cột với bình cung cấp dung dịch giải ly. 


3.3. Giải ly cột trao đổi ion 


Hỗn hợp mẫu chất ban đầu chứa nhiều loại hợp chất khác nhau, nên 
các hợp chất đó cũng gắn vào nhựa trao đổi-ion với các ái lực khác nhau; 
| ˆ“ 


muốn lần lượt tách: riêng từng loại hợp chất phải áp dụng một trong hai 
phương pháp sau đây. 


3.3.1. Giải ly bằng cách tăng dần pH dung dịch giải ly 


Điện tích toàn phần của những phân tử lưỡng cực thay đổi theo pH. Khi 
pH của môi trường thay đổi sao cho pH đó có giá trị bằng pI của hợp chất, 
hợp chất sẽ có điện tích toàn phần bằng zero (hợp chất trở thành trung tính), 
nó không gắn vào nhựa nữa và bị giải ly ra khỏi cột. | 

Vì vậy sự tăng dẫn pH của dung dịch giải ly sẽ lần lượt làm cho các 
_ chất khác nhau, có pI khác nhau, trở thành trung tính và lần lượt ra khỏi cột. 


Thí dụ, ở pHố các acid carboxylic hiện diện ở dạng anion carboxylat R- 
COO nên bị hấp thu vào nhựa, khi chỉnh pH của dung dịch giải ly thành 
pH4, các anion carboxylat được proton hóa biến thành phân tử trung hòa, 
không còn bám vào nhựa nữa và bị giải ly ra khỏi cột. 

Tuy nhiên, trong thực nghiệm, việc tăng dần pH một cách tuyến tính 
rất khó thực hiện (việc này cũng đồng thời làm 81a tăng nồng độ của dung 
dịch đệm). _ va. 

3.3.2. Giải ly bằng cách tăng dần nồng độ dung dịch giải ly 

Hỗn hợp mẫu chất đang gắn vào nhựa trao đổi ion trong dung dịch đệm 
có nông độ thấp. Để có thể tách mẫu chất ra khỏi nhựa thường, cần phải gia 
tăng lực ion của dung dịch đệm bằng cách cho thêm NaC] vào (sử dụng NaC] 


cho cả hai loại nhựa trao đổi anion và cation). Khi có thêm NaCl trong dung 
dịch đệm, ion của dung dịch đệm sẽ cạnh tranh với hỗn hợp mẫu chất, để 
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dành lấy những nhóm chức hoạt động của nhựa, đẩy hợp chất ra khỏi nhựa, 
rồi theo dòng chảy đi ra khỏi cột. 


Có thể tăng nông độ dung dịch đệm theo hai phương pháp. 


- thêm NaC] vào dung dịch đệm với nông độ tăng dân tuyến tính. Kỹ 
thuật này cần có thiết bị để pha trộn hai dung dịch có nông độ khác nhau vào 
chung với nhau. 


- Thêm NaC] vào dung dịch đệm với nông độ tăng dần theo kiểu bậc 
tang. Kỹ thuật này dễ thực hiện. 


Người ta cũng thường cho thêm dung môi hữu cơ vào dung dịch đệm để 
giảm bớt tương tác với chất nền (back-bone interaction). Đây là hấp lực xây 
ra giữa bộ phận ái nước của hợp chất sắc ký với bộ phận ái nước của nhựa 
trao đổi ion. Hiện tượng này thường thấy rõ khi phân tử cần sắc ký là hợp chất 
thơm và nhựa làm từ polystyren. Muốn loại bỏ tương tác này, sử dụng hỗn 
hợp dung môi-muối. 


Hơn thế nữa, hỗn hợp dung môi-muối cũng . BIÚp tránh được trường hợp 
khi môi trường bị điều chỉnh pH, phân tử của mẫu chất trở thành tính trung 
hòa, không bám vào nhựa mà hòa vào dung dịch giải ly, nhưng lúc đó tính ái 
nước của phân tử sẽ giảm, nó không hoà tan tốt trong dung dịch giải ly, sẽ kết 
tủa, năm lại trong ống sắc ký (thậm chí bám vào phần chất nền của nhựa) 
làm sai lệch kết quả sắc ký. 


Các thí nghiệm thường sử dụng các dung môi hữu cơ như metanol, 
acetonitril.. là loại dung môi hữu cơ có thể hỗn hòa vào nước, giúp hòa tan 
mẫu chất, không cho chất kết tủa. Thí dụ thí nghiệm với nhựa trao đổi anion 
Dowex-l, giải ly bằng dung dịch 3% clorur ammonium (khoảng 0,5M) trong 
90% hỗn hợp metanol/ nước. 


Ngoài ra, các muối hữu cơ thí dụ như hỗn hợp pyridin/ acid acetic có 
thể tạo nên những dung dịch có pH khác nhau, như trình bày trong bảng 7. 
Hơn thế nữa, các dung môi này có ưu điểm là có tính bay hơi nên có thể dễ 
_ đàng loại bỏ bằng cô quay chân KG, 
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Bảng 7: Thành phần của dung dịch pyridin/acid acetic cho dung dịch 
với pH khác nhau. 


Thành phần của hỗn hợp 


_ 
Acid acetic 
Pyridin 


3.4. Vận tốc giải ly cột trao đổi ion 






Vận tốc giải ly trung bình khoảng 5-10 ml/ phút đối với cột có thể tích 
100 ml. Vận tốc được điều chỉnh tùy theo các yếu tố sau 


X Chiều cao và đường kính của phần nhựa trong cột sắc ký: Khi giải ly 
bằng kỹ thuật gia tăng nồng độ NaCl vào dung dịch đệm, càng gia tăng nồng 
độ NaC] thì hạt nhựa càng bị nén lại, khiến cho chiều cao của phần cột nhựa 
trong ống sắc ký càng giảm, hệ quả là vận tốc giải ly bị chậm lại. 


Muốn tránh điều này, không nên giải ly cột nhờ vào trọng lực, mà nhờ 
vào một máy bơm đẩy để bơm dun g dịch giải ly vào đầu cột. 


Nếu gia tăng đường kính cột sắc ký, vận tốc giải ly bị chậm lại. 


% Độ nhớt của dung dịch mẫu: nếu độ nhớt của dung dịch mẫu tăng, 
vận tốc giải ly bị chậm lại. Khi gia tăng nhiệt độ, độ nhớt của mẫu tăng lên 
làm tăng vận tốc giải ly. 


% Loại hạt nhựa: Nhựa trao đổi ion A-25 và C-25 là hạt rắn chắc, nên 
không chịu ảnh hưởng khi cho bơm hoạt động ở áp lực mạnh. Nhựa trao đổi 
Ion A-50 và C-50 giống như gel Sephadex G, có một chỉ số chịu lực nhất định 
(chỉ số trữ nước). Khi cho bơm đẩy hoạt động ở áp lực cao hơn sức chịu đựng 
qui định, hạt nhựa càng lúc càng ép sát vào nhau (compact) và vận tốc giải ly 
bị chậm lại. 


3.5. Sắc ký trao đổi ion sử dụng becher 


Sắc ký trao đổi ion sử dụng cột hoặc becher đều cho kết quả như nhau, 
điều quan trọng là cần phải thử xem với hỗn hợp mẫu chất ban đầu, loại hợp 
chất nào sẽ gắn vào nhựa trao đổi: hoặc hợp chất quan trọng hoặc hợp chất 
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cần loại bỏ.. Tuy tách chất bằng kỹ thuật sử dụng cột có hiệu quả hơn nhưng 
kỹ thuật sử dụng becher cũng có một số ưu điểm nêng như: dụng cụ thiết bị 
đơn giản, thao tác nhanh chóng, nhất là có thể áp dụng với một lượng lớn 
mẫu chất (có thể áp dụng về mặt kỹ nghệ). 


Các thao tác với các bước như sau. 


_% Việc lựa chọn loại nhựa, số lượng nhựa, loại dung dịch đệm... được 
thụ: hiện giống như đã mô tả trong phần sắc ký sử dụng cột. 


*% Cho nhựa trương nở trong dung dịch đệm ban đầu. Tiếp theo, cho 
dung dịch mẫu chất (đã được lọc trong suốt) vào nhựa, đảo trộn nhẹ hỗn hợp 
trong vòng 15-30 phút và để yên 10 -20 phút để cho mẫu chất gắn chặt tốt 
vào nhựa. 


| % Lọc hỗn hợp nói trên ngang qua một phễu buchner: các hợp chất cần 
khảo sát đã gắn vào nhựa nên ở cùng với nhựa, ở trên phễu; các hợp chất có 
trong hỗn hợp mẫu chất ban đầu nhưng không gắn vào nhựa sẽ bị lọt xuống 
Bi tam giác bên dưới. 


- Để bảo đảm không bỏ sót các hợp chất cần khảo sát chưa kịp gắn vào 
nhựa và bị lọt xuống dịch lọc ở bên dưới, với phần dịch lọc này nên thực hiện 
một mẽ hấp thu mới với nhựa trao đổi mới. 


% Nhựa trao đổi trên phễu được rửa nhiễu lần với dung định đệm ban 
đầu để rửa loại bỏ hết tạp chất. 


% Các hợp chất cần khảo sát sẽ được lần lượt giải hấp ra khỏi nhựa, 
bằng cách ngâm nhựa vào dung dịch đệm có nồng độ lớn hơn nồng độ của 
dung dịch đệm ban đầu. Lần lượt ngâm nhựa vào nhiều dung dịch đệm có 
nồng độ khác nhau và nồng độ tăng dần: các hợp chất khác nhau sẽ hòa tan 
vào dung dịch đệm phù hợp. _ 


% Với mỗi loại dung dịch đệm nói trên, lọc ngang qua phếu BbiiEn 
dung dịch qua lọc sẽ chứa hợp chất cần khảo sát. 


*% Thù hợp chất cần khảo sắt l ra khỏi dung dịch đệm bằng cách cho 
dung dịch qua lọc chảy ngang buốt một cột sắc ký lọc gel với gel by UợNG 


311 





CHƯƠNG 5 . " 

TT ———————__...... 
- G-10. Các ion vô cơ, các ion của dung dịch đệm sẽ bị giữ lại trong cột gel G- 
10, còn nước chảy ra khỏi cột sẽ chứa chất cần khảo sát. 


% Dung dịch qua lọc được đuổi nước bằng máy cô quay chân không ở 
áp suất thấp hoặc tốt nhất là bằng kỹ thuật đông cô chân không sẽ cho hợp 
chất cần khảo sát ở dạng bột khô. | 


4. MỘT SỐ ÁP DỤNG CỦA SẮC KÝ TRAO ĐỔI ION 


Nhiều loại hợp chất có thể được cô lập từ nguyên liệu thô ban đầu bằng 
phương pháp sắc ký trao đổi ion: đó là những loại hợp chất acid hoặc base 
mạnh hoặc yếu, hợp chất lưỡng tính (protein), các enzym, hormon, 
nucleotid.... _ 


Kỹ thuật sắc ký trao đổi ion ít khi được sử dụng một mình riêng lẻ mà 
thường kết hợp với những kỹ thuật khác như tạo kết tủa, sắc ký lọc gel, điện 
di.... | 


- Tạo kết tủa: Dung dịch hỗn hợp mẫu chất ban đầu thường có thể tích 
rất lớn, cần phải sử dụng phương pháp kết tủa để chỉ thu những thành phần 
cần thiết có lượng thể tích nhỏ, vừa đủ cho việc nạp mẫu lên đâu cột sắc ký 
trao đổi ion. Tạo kết tủa cũng giúp loại bỏ những zạp chất chính trong dung 
dịch mẫu chất ban đầu. . 

__- Sắc ký lọc gel: Trước khi áp dụng sắc ký trao đổi ion, cần sử dụng sắc 
ký lọc gel để lọc loại bớt các tạp, chỉ giữ lại những thành phần cần thiết trong 
dung dịch hỗn hợp mẫu chất ban đầu. 

Các phân đoạn thu được từ quá trình sắc ký trao đổi ion luôn có chứa 
muối, muối này sẽ được loại bỏ bằng cách cho dung dịch của từng phân đoạn 
chẩy ngang qua một cột sắc ký gel với øel Sephadex G-10 hoặc G-25. 

- Điện di: Được sử dụng để khảo sát từng phân đoạn của sắc ký trao đổi 
lon, giống như sử dụng sắc ký lớp mỏng để theo dõi từng phân đoạn của sắc 
ký cột silica gel. : : 

Sau đây là một số áp dụng để sắc ký trao đổi ion. 

e Tác giả Dozy và Huisman đã sử dụng nhựa CM-Sephadex C-50, kích 
thước cột nhựa 0,9 x 60 cm, giải ly bằng dung dịch đệm tris-acid maleic có 
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pH tăng theo kiểu bậc thang từ pHóø,5 đến pH8,0 với vận tốc 0,33 ml/phút để 
tách hỗn hợp hemoglobin thành những hemoglobin F, A, Aa, S và C. Sắc ký 
đồ được trình bày trong hình 6. | 





A 


- . Nông độ 


———————_—___ thể tích dung 
l “ .3. 
500 1000 1500 2000. môi giải ly (ml) 


Hình 6: Sắc ký đổ tách hỗn hợp hemoglobin bằng nhựa CM-Sephadex D-50 
4.1. Các hợp chất anion 


Với các hợp chất anion có thể hấp thu ở pH thấp, sử đựng nhựa trao 
đổi anion mạnh hoặc yếu đều được. Ở pH nhỏ hơn 4, các acid carboxylic 
không bị giữ lại, là do sự hấp thu có tính chọn lọc tương đối lên nhựa có acid 
mạnh. _ 


Với hợp chất khảo sát không bên trong môi trường acid, không thể áp 
dụng kỹ thuật này được, vì sự tách dựa vào tính pKa; phải chọn phương án 
khác là cho hợp chất hấp thu lên nhựa trao đổi anion mạnh, ở môi trường 
trung tính, và giải ly bằng dung dịch muối. " 

Nếu sử dụng nhựa trao đổi anion yếu, sự giải ly được thực hiện bằng 
dung dịch có tính base, dĩ nhiên, sẽ không thể thực hiện được nếu hợp chất 
không bền trong môi trường base. 

4.1.1. Các hợp chất Cephamycin A và B. 

Đây là các thuốc kháng sinh loại cephalosporin được phát hiện vào 
những năm 1970. Qui trình cô lập được trình bày như sau, nhờ vào sự trao đổi 
lon sau khi đã loại bổ muối trên dung dịch lên men. Qui trình này phù hợp 
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với các dung dịch lên men có nồng độ muối cao. Các hợp chất trong dung 
dịch lên men được cho hấp thu lên nhựa trao đổi anion yếu và giải ly với ion 
nitrat. 


HạCỌ 
HOOC. ^^ o; H S 
NH; l§ | Ị ` HạC-O R Cephamycin A (R= O-SO;H). 
: đc NVZ^v 0 Cephamycin B (R= OH) 


COOH O 

L) Dung dịch lên men được acid hóa và lọc. Cho dung dịch qua lọc đi 
ngang qua một cột XAD-2. Giải ly bằng dung dịch metanol: nước (6:4). 

Z) Dung dịch giải ly được cô đặc và được điều chỉnh pH3,5 bằng dung 
dịch nước NHẠOH. Dung dịch này được pha loãng với nước, cùng thể tích, và 
cho đi ngang qua một cột Amberlit IRA-68 (CI). Giải ly cột này với dung 
địch 1M NaNO; cộng thêm 0,1 M NaOAc (pH7,5), hứng thành từng phân 
đoạn. ị 

3) Thứ nghiệm hoạt tính sinh học của mỗi phân đoạn; tùy theo kết quả thử 
nghiệm, gom các phân đoạn lại. ` 
_ 4) Các phân đoạn dương tính được điều chỉnh pH 3,0 và được loại muối 
bằng XAD-2. Dung dịch loại muối được điều chỉnh pH4 và đông cô chân 
không. Hoà tan bột khô đông cô chân không trong một lượng nhỏ thể tích 
dung dịch đệm 0,5 M NHuBr-0,05 M AcOH. Sắc ký trên DEAE Sephadex 
A-25, giải ly với cùng loại dung dịch đệm. 

5) Thử nghiệm hoạt tính sinh học cho mỗi phân đoạn, và tìm ra phân đoạn 
có chứa Cephamycin A và B. - | 

6) Phân đoạn có chứa Cephamycin A và B được cho hấp thu lên XAD-2 
và giải ly bằng dung dịch metanol: nước (9:1. | 


4.1.2. Các hợp chất acid zaragoric 


Acid zaragoric được phát hiện trong quá trình nghiên cứu các chất ức 
chế enzym tổng hợp squalen. - 
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Cấu trúc của hợp chất gồm một nhân mang ba nhóm acid carboxylic có 
tính phân cực mạnh, nhân này nối với hai dây béo có tính kém phân cực. Do 
hợp chất có cấu trúc mang hai loại nhóm có tính phân cực khác xa nhau nên 
việc cô lập hợp chất này bằng sắc ký trao đổi ion bằng Dowex-l gặp nhiều 
khó khăn, các vệt sắc ký bị kéo dài. Điều này được lý giải do có sự tương tác 
giữa hợp chất với chất nền-giá mang nhóm chức hoạt động của sắc ký trao 
đổi ion. 

Chiết hợp chất ra khỏi dung dịch lên men ban đầu bằng etyl acetat Ở 
pH 2. Tiếp theo chọn nhựa trao đổi ion mang tính base yếu Amberlyst A-21 
và sử dụng với dung dịch đệm acetat. Đối-ion acetat có tính base đủ mạnh 
(pKạ= 5) để khử proton các acid zaragoric (có pKạl = 3,5), hệ quả của pH 
này là biến phân tử thành monocarboxylat, hấp thu chọn lọc lên nhựa trao đổi 
ion. Kế đến, giải ly bằng dung dịch metanol: nước (9:1) có thêm 3% clorur 
amonium. Dung dịch giải ly được loại muối bằng Diaion HP-20 cho sản 
phẩm với độ tỉnh khiết 80%. 


4.2. Các hợp chất cation 


8 ng tự các hợp chất có tính acid mạnh, các hợp chất có tính base 
'mạnh có thể được tách ở giá trị pH cao, bằng nhựa trao đổi cation yếu hoặc 
mạnh. Trong điều kiện thực nghiệm như thế, các hợp chất có tính base yếu sẽ 
không bị proton hóa và không bị nhựa, giữ lại. 


Nếu dùng nhựa trao đổi cation mạnh, thực hiện giải ly bằng dung dịch 
muối; nếu dùng nhựa trao đổi Catiơn yếu, nựp chất cũng có thể bị giải ly nếu 
sử dụng dung dịch giải ly có pH thấp, đủ để vượt qua sự ion hóa của nhựa 
trao đổi. Nếu hợp chất khảo sát không bên trong môi trường kiểm, nên cho 
hợp chất được hấp thu lên nhựa trao đổi cation yếu, ở pH trung tính và giải ly 
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bằng dung dịch muối hoặc giải ly bằng dung dịch acid mạnh nếu hợp chất 
chịu được điều kiện acid. _ 

Cho các hợp chất có tính base yêu hấp thu trên nhựa trao đổi cation 
mạnh. Muốn tách ra khỏi nhựa (là base mạnh), phải giải ly bằng dung dịch có 
tính base yếu, dung dịch đệm được chỉnh sao cho có giả trị pH cao hơn từ 1-2 
đơn vị pKa của hợp chất. Thực nghiệm thường sử dụng dung dịch nước- 
pyridin. Nếu hợp chất khảo sát không bền trong môi trường kiểm, không thể 
tách nó ra khỏi nhựa trao đổi cation mạnh, không thể sử dụng qui trình sắc ký 
trao đổi ion được. ' 

4.2.1. Hợp chất Palau'amin 

Palau°amin, hợp chất thiên nhiên (thường hay kết hợp với guanidm) 
được cô lập từ một loại rong biển ở nam Thái Bình Dương, là loại thuốc 
kháng sinh. Hợp chất có cấu trúc mang nhiều nhóm chức tính base, nên được 
cô lập bằng dung dịch nước và nhờ vào sắc ký trao đổi cation yếu. 


Ở điều kiện pH gần trung tính, nhựa trao đổi cation yếu carboxymetyl 
sẽ mang điện tích âm, trong khi đó, guanidin bị proton hóa, với qui trình cô 
lập như sau. 

L) Đông khô chân không rong biển và trích rong bằng metanol. Đuổi dung 
môi thu được cao chiết, nghiền cao chiết với nước. Cho dung dịch nước đi 
_ "gang qua cột Cellex CM (Na), giải ly cột bằng dung dịch nước muối NaC] 

với nông độ muối tăng dân theo bậc thang. 

2) Các phân đoạn được thử nghiệm hoạt tính sinh học; phân đoạn có hoạt 
tính là phân đoạn được giải ly bằng 0,5M NaC!. 

3) Phân đoạn có hoạt tính được đông khô chân không, và bột đông khô 
này được nghiền trong etanol để loại bỏ muối. | 

4) Bột đông khô sau khi được loại muối được cho đi ngang qua một cột 
_Sephadex LH-20 (metanol) thu được Palau'amin. 
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"1o HạN 
sà: tà. ÓC _NH; 
HN-¬ NH;HO¬ o_ ,O l 
_ : | 
HT 
HN O  OH 


Palauamin Paromomycin 





4.2.2. Hợp chất Paromomycin 


Paromomycin là thuốc kháng sinh rất hiệu quả đối với các loại vi 
khuẩn gram âm (Gram-negatve organism). Paromomycim là loại 
aminoglycosid tan tốt trong nước, được cô lập từ những năm 1960 bằng 
phương pháp sắc ký trao đối ion. 


1) Chỉnh dung dịch nước lên men ở pH 3 và lọc. Dung dịch nước qua lọc 
lại được chỉnh ở pH 7 với NaOH. 


2) Cho dụng dịch lọc đi ngang qua cột Amberlite IRC-50 CNHÀ, Trước 
tiên, giải ly bằng nước cất, tiếp theo bằng dung dịch nước NH„OH 
0,5N. Hứng những phân đoạn. - 


3) Các phân đoạn được thử nghiệrn hoạt tính sinh học. 


4) Phân đoạn có hoạt tính được cô đậm đặc ở áp suất thấp và được chỉnh ở 
pH 7, rồi cho đi ngang qua cột Amberlite CG-50 (NH;), giải ly bằng 
nước cất (3 lần thể tích cột), kế đó bằng dung dịch NH.OH có nồng độ - 
tăng dần từ 0,05 đến 0,3 N. 


5) Các phân đoạn lại được thử nghiệm hoạt tính sinh học. Phân đoạn có 
hoạt tính được cô đậm đặc ở áp suất thấp cho đến khô. 
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Bảng 2a: Nhựa trao đối anion mạnh 








Kích thước 
của hạt 





Khả năng 
(meq/100 mì) 


Nhựa -| Nhà sẵn xuất Nhóm chức Đối -ion 


Dowex- IX2-100 |Dow Chemicals 

Dowex- IX8-400 | Dow Chemicals 

Amberlit IRA -400 Ì Rohm and Haas 

Amberlit IRA-900 | Rohm and Haas Trimetylbenzyl 
| -amonium 

Amberlite : 

CG400_ 

Diaion SAI10A "3 Trimetylbenzy| 


-amonium 


Giá mang nhóm chức 

















Trimetylbenzyl 
-amonium 
Trimetylbenzyl 
-amonium 
Amonium tứ cấp 


Polystyren 2% tạo mạng 





. 8 % tạo 
mạng ngang. 
Polystyren 8 % tạo 
mạng ngang 

Polystyren có lỗ rỗng 








85 tạo ;8 mmol/g 


ngane nhựa khô 


CI |Polystyren ' 130 
350 - 550 



























Diaion SA20A Dimetylbenzyl CI |Polystyren 130 40 - 60 
—n,..—. -hydroxyetylamonium _ Mã 350 - 550 
Diaion PA312 Trimetylbenzyl CÌ'. |Polystyren có lỗ rỗng 120 0-14 l6 ~ 50 
T—.. -amonium 6 % tao mạng ngang 300 - 1000 
QAE-Sephadex pP... Aminoetyl tứ cấp CT mm 2-12 100 ~ 400 
A-25 40~ 120 
Amonium tứ cấp CI |Polystyren | 









Divinylbenzen 
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Bảng 2b: Nhựa trao đổi anion yếu 








DEAE- Sephadex 
A-25 
Amberlit 
IRA-35 


Amberlit 
CG 45 


Diaion WA 20 


TSKgel DEAE- 5 
PW 
TSKgel DEAE- 2 
SW 


Diaion WA 10 —¬. 





Nhà sản xuất 


Rohm and 
Haas 
Rohm and 
Haas 





Mitsubishi 


TosoHaas 


TosoHaas 





Rohm and 
Haas | 


-CH;*NR; 


Dietylaminoetyl 
Dietylaminoetyl 
Dietylaminoetyl 


Dietylaminoety] 


Dietylaminoetyl 
Polyamin 


Dietylaminoety] 





Dietylaminoetyl 














xã 
CT 


xế 
CI 





Styren DVB tạo. 











Giá mang nhóm chức 


Acrylic DVB tạo 
mạng ngang 
Acrylic DVB tạo 
mạng ngang 


” - 


-, - 


Styren DVB tạo 
mạng ngane 


Polyacrylat 


mạng ngang 





Polystyren có lỗ rỗng 


Polystyren có lỗ rỗng 
6 % tạo mạng nganp 








Khả năng. 
(meg/100 mi) 


tcx¬ 
KEF 


260. 


5 mmol/g nhựa 
khô 





Khoảng 
pH 


2- 12 


= 
' 
—Í 


t2 
4$ 

— 

t 


Kích thước 
của hạt 
mesh và um) 
100 - 400 
40 — 120 
l6- 50 
30-1000 
l6- 50 


: 
: 


H 


40 — 60 
350 - 550 
40 — 60 
350 - 550 
>400 
10 
>400 
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Bảng 2c: Nhựa trao đổi cation mạnh 


 P đ Nhà sản xuất | Nhóm chức = Giá mang nhóm chức Khả năng cm Kích thước 
† (meg100 mì) pH của hạt 
_ (mesh và 
A-25 
Dowex - . Acid sulfonic Polystyren 2% nối mạng | h 11% 
30X 2-10 chemicals 
bai 
= 
0.9 | 
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ngang 
Dowex - Dow Acid sulfonic Polystyren 8% nối mạng 
30X8-I00 chemicals | 
Diaion SK 1B Acid sulfonic Na” 














5mmol HỶ /g 
nhựa khô 


ngang - _ 
Dialon SK 112 ˆ uơ ni Acid sulfonic | Na* | Polystyren 12% nối mạng __} 210 
Rohm and Polystyren 10% nối mạng 
nganp 
_-ð NGHI li 
CG-120 ngang 
TSKgel TosoHaas | Acidsulfonic | Na* | Metacrylat 
SP-5PW 


Polystyren 
ngang 
Acid sulfonic Na” 
Haas PAanE 
Polystyren 8 % nối mạng 
TSKgel SCX . Acidsulfonic | Na° | Polystyren/divinylbenzen 
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Bảng 2d: Nhựa trao đổi cation yếu 











bm của hạt 


(meg/10W ml) pH (mesh và 
2-12 I00 - 400 
40 - 120 
l6- 50 
350 3-14 300 - I000 
10 mmolH”/g N 


nhựa khô 
rỗng _250 5-14 
| _ + | 
Diaion CR I0 Acid carboxyl H_ |Polystyren "- I-s | 49-6 
| 350 - 550 
Duolit C-433 xịnh and Acid carboxyl là Polystyren „mm lớ- _ 
5-12 400 


300 - 
CHS+CM  lBoRað ÏCmmmem — [TP [mm | | 200-400 _ 


Khu TosoHaas  |Carboxymetyl Na? —_>30 2-7,5 m 








Nhà sản xuất Giá mang nhóm chức 











CM- Sephadex 
A-25 
Amberlite 
[RC- 50 
Amberlite 
CG- 50 






Rohm and 
Haas 


Polystyren 4% nối mạng 
ngang 
Polystyren 2% nối mạng 















+ _|Polymetacrylat có lỗ 





_†ĐiaionWK10 - |Mitsubishi 
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Chương 6 
_ SẮC KÝ GEL 


Kích thước và trọng lượng là những đặc tính quan trọng của một hợp 
chất hóa học. Trong một hỗn hợp gồm nhiều loại hợp chất khác nhau, có thể 
dựa vào sự khác biệt về trọng lượng phân tử của những hợp chất có trong hỗn 
hợp để để xuất những qui trình chiết tách riêng các hợp chất đó. Như trong 
việc so sánh giữa những hợp chất đông đẳng, các hợp chất nào có trọng lượng 
phân tử lớn hơn sẽ có nhiệt độ nóng chảy hoặc nhiệt độ sôi cao hơn. Trong 
thực nghiệm, sự khác biệt về trọng lượng phân tử còn dẫn đến sự khác biệt về 
độ phân cực, điện tích toàn phần,... dẫn đến những tính chất khác nhau trong 
quá trình kết tinh lại, chưng cất, chiết tách hoặc sắc ký. Sự sắc ký dựa vào 
kích thước của hợp chất là phương pháp căn bản trong hoá học các hợp chất 
đại phân tử. _ 


Sắc ký gel đã được Mould D.L. phát triển từ năm 1954 để tách các hợp 
chất không mang điện tích theo thứ tự trọng lượng phân tử của chúng. 
Nguyên tắc sắc ký không thay đổi nhưng tên gọi thay đổi theo thời gian: năm 
1959, các tác giả Porath và Flodin gọi là “gel filtration”. Năm 1964, tác giả 
Moor gọi là “gel permeation chromatography”. Cuối cùng, cũng năm 1964, 
Determamn đề nghị gọi là “gel chromatography” và danh từ “sắc ký gel” 


được sử dụng thống nhất trong bài này. 


1. NGUYÊN TẮC CĂN BẢN CỦA SẮC KÝ GEL 


Trong sắc ký gel, pha tĩnh là mạng polymer có lỗ rỗ rồng và các lỗ rỗng 
này được phủ đầy dung môi dùng làm pha động. Các lỗ rỗng phải có kích 
thước đồng nhất vì kích thước của lỗ g1ữ vai trò quan trọng trong quá trình sắc 
ký: một hỗn hợp gồm nhiều hợp chất có trọng lượng phân tử khác nhau có thể 


323 


CHƯƠNG 6 


tách riêng được hay không là tuỳ vào kích thước của lỗ rỗng. Các phân tử có 
kích thước to hơn lỗ rỗng, không thể chui lọt vào bên trong lỗ rỗng, nhanh 
chóng theo dòng chảy của pha động đi ra khỏi cột; các phân tử có trọng lượng 
phân tử nhỏ hơn kích thước của lỗ rỗng, sẽ toàn phần hoặc bán phần lọt vào 
lỗ rỗng, tuy rằng cuối cùng rồi cũng theo dòng chảy đi ra khỏi cột nhưng sẽ 
chậm trễ hơn. 


e ..ũ 2 Hỗn hợp chứa các loại hợp 


H ..° .© chất có trọng lượng phân tử 
. là lớn, nhỏ khác nhau  @ e 


Phân tử có kích thước nhỏ 
ọt được vào lỗ rỗng sẽ bị 
g1ữ lại lâu hơn trong cột 





Cột sắc 
ký gel 


Pha tĩnh,(trên bể mặt hạt 
nhựa có các lỗ rỗng với kích 
thước xác định) 





- Hai loại hợp chất có trọng lượng 
: phân tử lớn @,ñ ra khỏi Cột, 


®@ 0 uc 
nọ ® - trong khi phân tử nhỏ còn kẹt lại 
@D trong cột 


Hình †1: Nguyên tắc của sắc ký gel 


Dòng chảy của pha động khiến cho các phân tử lớn không thể chui vào 
lỗ rỗng của mạng gel, nhanh chóng đi xuyên ngang qua cột, ra khỏi cột, trong 
khi phân tử nhỏ ra khỏi cột lâu hơn vì còn phải mất thì giờ chui vào rồi đi ra 
khỏi lỗ rỗng của gel. Như vậy, các thành phần khác nhau của hỗn hợp mẫu 
khi đi ngang qua cột sắc ký gel, sẽ ra khỏi cột lần lượt theo trọng lượng phân 
tử, phân tử lớn đi ra khỏi cột trước, phân tử nhỏ đi ra khỏi cột sau. 

Tất cả các loại phân tử lớn cùng bị giải ly ra khỏi cột một lượt và không 
thể tách riêng các loại phân tử này. Tương tự, tất cả các loại phân tử nhỏ chui 
lọt hoàn toàn vào lỗ rỗng của hạt gel cũng không thể tách riêng chúng được. 
Các phân tử có kích thước trung bình sẽ bị giữ lại trong cột tùy vào mức độ 
chui vào lỗ rỗng của hạt. 
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Lực hấp thu trên bể mặt hạt gel không được kể đến, vì thế sắc ký gel 
- được xem như một loại sắc ký phân chia. Pha tĩnh lỏng là chất lỏng nằm 
trong hệ mạng, pha động là dung môi di động phủ tất cả phần còn lại của cột 
sắc ký. Tóm lại, đây là loại sắc ký phân chia giữa hai pha lỏng, pha nh lỏng 
và pha động lỏng, mà cả hai pha có thành phần hóa học giống nhau. 


2. CÁC NGUYÊN LIỆU LÀM THÀNH HẠT GEL CỦA SẮC KÝ GEL 


Việc tách trong sắc ký gel tùy vào đặc điểm của lỗ rỗng trong hệ mạng ˆ 
không gian ba chiều. Hạt gel phải có kích cỡ giống nhau, có tính trơ về mặt 


hóa học, bên về mặt cơ học, các lỗ rông trong hạt gel phải có hình dạng đồng 
nhất. : | 

Mỗi loại gel có khả năng xác định trong việc tách một loại trọng lượng 
phân tử, tùy vào kích thước của lỗ rỗng trong hạt gel. Vì thế, nếu muốn tách 
một hỗn hợp chứa nhiều loại hợp chất có nhiêu loại trọng lượng phân tử khác 
nÏaau thì phải sử dụng một loạt những loại gel khác nhau, để mỗi loại sẽ tách 
riêng một nhóm hợp chất có khoảng trọng lượng phân tử xác định. 


Các nhà sản xuất có những loại gel thương mại rất tốt, tuy nhiên cíc 
loại gel đó không chịu được những điều kiện acid hoặc base quá mạnh. Cic 


_nhà sản xuất cũng ít có loại gel với lỗ rỗng lớn vì các hạt gel này kém bền cơ 
học: trong quá trình giải ly nếu sử dụng một áp lực nhỏ, hạt gel dễ bị bóp 
méo, biến dạng, làm ảnh hưởng đến vận tốc dòng chảy của pha động. 


Giống như các loại øel trong kỹ thuật sắc ký khác, hạt gel trong sắc ký 
gel có dạng hình cầu. Hạt gel có kích thước càng nhỏ càng tốt vì như thế bảo 
đảm dòng chảy. _ 


Bảng 1 trình bày một số loại gel thương mại. 


Có hai loại nguyên liệu chính để chế tạo gel là xerogel và aerogel. 
Xerogel là loại gel cổ điển, là một polymer được tạo mạng ngang: khi cho 
tiếp xúc với dung môi, gel sẽ trương nở để tạo thành mạng gel với các lỗ rỗng 
tương đối mềm. Trong hệ gel này các lỗ rỗng là khoảng trống giữa những 
chuỗi dây trong hệ thống mạng. Nếu dung môi được loại khỏi hệ thống 
mạng, cấu trúc gel bị xụp đổ; nếu cho dung môi trở lại, đôi khi có thể khôi 
phục lại hệ mạng đó. ^ | 
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Ngược lại, aerogel là nguyên liệu rắn chắc và không phải là gel, thí dụ 
như thủy tỉnh có lỗ rỗng hoặc silica có lỗ rỗng. Đó là nguyên liệu rắn có lỗ 
rồng (porous solid), dung môi có thể chui vào các lỗ rông này, nếu dung môi 
được loại khỏi hệ thống mạng, cấu trúc gel không bị xụp đổ. 


Sau này, các nhà sản xuất có nguyên liệu lai trộn giữa xerogel và 
acrogel, thí dụ như polystyrene. Loại nguyên liệu này có cấu trúc khá rắn 
chắc, nhưng trương nở có mức độ khi tiếp xúc với dung môi. 

Khác với polystyrene rắn chắc, khi thực: nghiệm với loại gel Xerogel, 
2garose (agarose là trường hợp ngoại lệ khác thường), cần phải cẩn thận chú 
ý vì các hạt gel có thể bị bể vỡ, kết tụ lại làm ảnh hưởng đến vận tốc giải ly 
Cột. | 


2.1. Gel dextran (tên thương mại là gel Sephadex) 
2.1.1. Cấu trúc của gel Sephadex 


Gel dextran với tên thương mại là gel Sephadex, loại gel được điều chế 
đầu tiên và vẫn còn thông dụng hiện nay. Gel dextran là polysacarid thiên 
nhiên, mạch thẳng, nghĩa là chuỗi dây polyglucose nối với nhau bởi nối œ- 
1,6. Nguyên liệu này không hòa tan trong nước. 


œ®- 


HỌP ` | 
bT HƠ Ò H9 
HO GỂU 0OH ngỐNS 2S ¬ 
"HO ÒGQ 
H O H FAS 
—_ : 


O  o 


Hình 2: Cấu trúc hóa học của ga! dextran (Sephadex) 
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Mỗi chuỗi dây polysacarid của dextran được tạo mạng ngang, bởi nối 
gÌyceryl, giữa các nhóm —OH khi cho phản ứng với hợp chất epiclorohydrin 
trong dung môi hữu cơ ở điểu kiện kiểm. Sản phẩm tạo thành là chất rắn, 
dạng hình cầu, không tan trong nước, nhưng có tính ái nước cao vì có mang 
nhiều nhóm hydroxyl. Vì tính ái nước cao, nên hạt gel sẽ trương nở trong 
những dung dịch có nước; một gam gel khô có thể ngậm được 1-20 ml nước. 


Trong quá trình thực hiện phản ứng, thay đổi tỉ lệ giữa dextran và 
epiclorohydrin, sẽ làm thay đổi độ tạo mạng ngang, tì từ đó có thể điều chế các 
loại gel với lỗ rỗng kích cỡ khác nhau.. 


Gel Sephadex không tan trong nước, bền trong các dung dịch nước 
muối, dung dịch kiểm, cả trong dung môi hữu cơ. Chỉ khi tiếp xúc lâu với 
acid vô cơ mạnh, mới có thể thủy giải được nối glycosic; còn nếu tiếp xúc 
trong 2 giờ với dung dịch acid như HCI 0,1N vẫn không bị ảnh hưởng. Thực 
nghiệm sắc ký cột với acid formic 88% với gel G-50 vẫn không bị hư hại. Gel 
ổn định an toàn trong khoảng pH 2-12. 


Gel Sephadex thương mại thường có ghi kèm chỉ số để chỉ lượng nước 
mà ge] khô cần hút lấy để thành gel trương nở. 


Bảng 2 cho biết một số loại gel Sephadex thương mại. Bảng 3 cho b:ết 
thời gian cần thiết để làm trương nở gel Sephadex. 


Bảng 2: Một số loại gel dextran Sephadex G và tính chất của gel. 



















Kích thước hại 
gel khô (u) 


Lượng nước | Thể tích gei 
gel có thể hút | nở trong nước 
(mi/g) 


Cam mm -rr-SE-Li- 
15+01 | 28-38 | 0-1500 _„ 


_ | 40-120 |1 
6-25, thô _ 
|6-25, trung bình | 50-150 _. 254 SE nh. bọ 5.000 
. 


Khả năng tách các hợp chất theo 
trọng lượng phân tử 











Loại gel Sephadex G 











H20  — — 
|6-50.thộ  — J 10p - app - 
TT: 
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678 — —-| | 76‡05 ] 12-18 ] 3-70000 | 1-50000 
G100 | 40420 | 100‡10 | 6-20 | 4-180000 [1-1000 
| 40120 | 150‡15 | 20-30 | 5-400000 |1-180000] 
| 40-120 — _ 30-40 ` 


[8-200 | 20/0+ 20 5 - 800.000 | 1- 200.000 


Bảng 3: Thời gian cần thiết để làm trương nở gel Sephadex. 




















2.1.2. Kỹ thuật sắc ký của gel Sephadex tùy vào dung môi sử 
dụng : 

Các loại gel Sephadex, nhất là loại gel có độ nối mạng cao như G-10, 

G-15 trương nở trong nước và cả trong dung môi hữu cơ như: 

dimetylformamid (DMEF), dimetylsulfoxid (DMSO), etylen glycol, metanol- 

nước... nên gel thường được sử dụng để tách các hợp chất tự nhiên thuộc các 

loại hợp chất có thể tan trong nước như carbohydrat, peptid nhỏ. 


Tùy vào dung môi giải ly, sắc ký gel có thể tách hợp chất theo hai kỹ 
thuật sắc ký khác nhau: ' 


% Khi giải ly cột với đơn dụng môi, #el Sephadex tách hợp chất bằng 
. kỹ thuật sắc ký gel qua đó các hợp chất được tách nhờ vào sự khác biệt về 
trọng lượng phân tử. " | 

* Khi giải ly cột gel với hôn hợp dung môi, gel Sephadex sẽ tách hợp 
chất bằng kỹ thuật sắc ký phân chia, qua đó các hợp chất được tách riêng ra 
tuỳ vào ái lực của hợp chất đó đối với một trong hai pha lỏng trong cột. 

Khi sử dụng hỗn hợp hai dung môi (tốt nhất là một dung môi phân cực 
và một dung môi có tính kém phân cực), gel Sephadex có ái lực mạnh với 
dung môi có tính phân cực mạnh hơn, đưa đến hệ quả tạo thành hai pha: pha 
động lỏng và pha tĩnh lỏng (xem lại chương sắc ký cột). 
| Các nghiên cứu cho thấy khi ngâm gel vào một lượng thừa butanol bão 
hòa nước, gel sẽ hút dung môi này và nhất là nước để trương nở đến một mức 
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độ nào đó. Như thế, bên trong hạt gel là nước bão hòa butanol và bên ngoài 
hạt gel là butanol bão hòa nước, sắc ký là sắc ký phân chia, các hợp chất 
phân bố với nồng độ khác nhau giữa hai pha lỏng này. 

Bảng 4 trình bày một vài thí dụ về sắc ký phân chia sử dụng gel 
Sephadex, giải ly bằng hỗn hợp dung môi. _ 


Bắng 4: Điều kiện thực nghiệm sắc ký phân chia áp dụng với gel 


Sephadex | 
K-ăk-—* Hệ dung môi giải ly (v:v) 


s [6-25 —_ 4,5 x 65 Ac0H băng: pyridin: nước 55:15:30 


AcOH băng: pvridin: nước 60:15:25 


Hợp chất cô lập 



















Các đường, đường: 
Cát amino acid | 
(ác hợp chất loại 2,2 x 120 
0xyt0cin 


Các protein bị thủy giải lu 2,0 x 120 
một phần: _ 2:1 


2.1.3. Thu hồi và tái sử dụng gel Sephadex 




















Sau quá trình thực nghiệm với các loại gel Sephadex, có thể thu 
hồi gel để tái sử dụng cho những lần sau. Khi không sử dụng nữa, tổn trữ gel 
bằng cách g1ữ nguyên gel trong cột, bịt chặt đầu cột và nhớ luôn có một lớp 
dung môi trên bể mặt lớp gel. Tuy nhiên để như thế, gel có thể bị hư hại bởi 
các loại vi sinh vật, có thể tránh bằng cách thêm dung dịch 0,02% azid natri 
vào dung môi giải ly cột lân cuối cùng. Tốt nhất vẫn là làm gel trở lại dạng 
hạt khô như ban đầu, bằng cách thao tác như sau. 


Cho gel vào phếu lọc xốp và rửa với thật nhiều nước để loại muối, tiếp 
theo rửa với etanol 50% để làm giảm thể tích hạt gel còn phân nửa. Để đuổi 
hết phần nước còn lại, cho hạt gel này vào etanol 99% với tỉ lệ thể tích gel: 
thể tích etanol là 1:2. Cho tiếp xúc 30 phút, thỉnh thoảng khuấy trộn nhẹ.. 
Lọc, thu hồi gel. Ngâm vào etanol. Thực hiện như thế nhiều lần. Lọc, sấy 
gel ở 60-80°C, cho hạt gel khô, rời từng hạt. Nếu hạt gel không khô rời từng 
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hạt là do etanol chưa loại được hết phần nước trong hạt, cần tiếp tục quá trình 
vừa rồi. _ : 

Chú ý nếu nhiệt độ lên 120°C, hạt gel biến thành màu nâu (thay vì là 
màu trắng). Tuy nhiên, ở trạng thái trương nở, hạt gel có thể được tiệt trùng 
trong nồi hấp (autoclave) ở 110°C trong 40 phút, chất lượng hạt gel không 
thay đổi. _ 

2.2. Gel polyacrylamid (Gel Bio-Gel loại P) 

Nhà sản xuất Bio-Rad có bán loại gel polyacrylamid đặt tên là Bio-Gel 
_P, một loại polymer tổng hợp dưới dạng hạt hình câu, chế tạo từ acrylamid 
(CH;=CH-CONH;) với N,N-metylenbisacrylamid. Thay đổi tỉ lệ của hai cấu 
phần monomer nêu trên sẽ làm thay đổi kích thước của lỗ rỗng. Hạt gel có 
kích thước trung bình 45-180 um. 

HạN O 


Y : Ki )iếu _ C TNGHN HạN địN bHNO 
Acrylamid N.N -Metylenbisacrylamid HạN GẦN c SG sự 
¬ HạN” ÀO Cơ 


Hình 3: Một phần cấu trúc của gel polyacrylamid 
_ Bảng 5: Các loại gel polyamid Bio-Gel. 





Khả năng tách các hợp chất theo 





Lượng nước hấp thu 
ml/n gel khô trọng lượng phân tử (M 


200 -2.000 | 





| SẮC KÝ GEL 


Bio-gel tương đối trơ, nhưng kém bền hơn Sephadex; gel ổn định bền ở 
môi trường pH 2 - 11. Trong môi trường kiểm mạnh, nghĩa là có nông độ 
HO cao, các nối amid bị thủy giải thành acid carboxylic —COOH, điều này 
khiến cho gel có tính chất phần nào giống như nhựa trao đổi ion, vì thế không 
nên sử dụng Bio-gel cho trường hợp sắc ký thực hiện thời gian dài, trong điều 
kiện pH < 9. 


Bio-gel là nguyên liệu plastic nên khi tổn trữ lâu dài không bị các loại 
v1 sinh vật làm hư hại như loại Sephadex. 


Giống như gel dextran, gel polyacrylamid có tính chất ái nước Cực 
mạnh (hydrophilic) nhờ các nhóm -—NH;. Hạt gel trương nở trong nước và 
muốn gel trương nở tốt, cần để hạt gel tiếp xúc với nước trong một khoảng 
thời gian: gel P-2 cần khoảng 30 phút, gel P-300 cần 24 giờ. 


2.3. Gel styragel 
Bảng 6: Khoảng trọng lượng phân tử có thể phân tách bởi styragel. 


Đường kính trung bình của Khoảng trọng lượng phân tử Trọng lượng phân tử bị 
lỗ rỗng hạt gel (Á để tách các nolymer vinyI Iel đuổi ra khổi cột 
NNHG: nnnGgG 800 _____ 180 — 
=“=—=—m....j. ng 4.000 | 
E—¿#—— | ——ww®———|— mm —— 








Ụ 







000.000 
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10.000.000 20.000.000 
Nhà sản xuất cung cấp gel siyragel ở dạng huyền phù trong dung 
_ môi dietylbenzen, không được để khô gel. Gel này là polymer được tổng 
hợp từ styren và divinylbenzen và hạt gel có đặc tính là không trương nở. 
Với loại gel này, nên giải ly cột với các dung môi tetrahydrofuran, 
0-diclorobenzen, toluen, n-Cresol, clorur metylen, dimetylformamid và 
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không nên sử dụng dung môi phân cực như nước, metanol, aceton, hoặc acid 
formc. 


⁄Z ZZ 
Š : O — 
b 


Styren Divinylbenzen _ 





_ Hình 4: Một phần cấu trúc của Styragel 
Hạt ge! hình cầu, kích thước 40-80 u. Bảng 6 trình bày một số gel loại 
styragel. Các hạt gel khác nhau bởi đường kính trung bình của lỗ rỗng, tính 
bằng Ả. | 
3. CÁC NGUYÊN TẮC CĂN BẢN VỀ THỰC HÀNH SẮC KÝ GEL 
_ Sắc ký gel phải thực hiện trong cột hình ống trụ bằng thủy tinh. 


3.1. Nhồi gel vào cột 


Cột sử dụng cho sắc ký gel cũng giống như cột sắc ký cổ điển, là cột 
bằng thủy tỉnh. _ : _ 

_ Các hạt gel trương nở hiện diện ở dạng huyền phù trong dung môi phù 
hợp được cho vào cột theo kỹ ;huật nhôi cột sệt (giống như sắc ký cột cổ 
điển). Huyền phù được chỉnh sao cho thật sệt nhưng khi rót vào cột vẫn chây 
thành dòng dễ dàng. " | 

% Sau khi rót huyền phù gel vào cột, cân bằng cột bằng cách cho dung 
môi giải ly (loại khởi đầu cho việc giải ly) chảy ngang qua cột, lượng dung 
môi có thể tích bằng 2-3 lần thể tích cột. Vận tốc dòng chảy có thể nhanh hơn 
một ít so với lúc thực nghiệm thực sự để tách chất. : 


% Kiểm tra sự chặt chẽ của cột bằng cách cho một lượng mẫu thử vào 
đầu cột. Mẫu thử thường được chọn là dextran blue 2000, có màu xanh 
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dương, để có thể quan sát bằng mắt ~ 
: ẢNG n | o„ ` Róthuyểnphù gel 

thường sự di chuyển của mẫu trong `8 : 

Ề Đua l x ị O vào đầu cột 
cỘt. Thể tích dung dịch mẫu < 10% 
thể tích cột. Cho dung môi giải ly để _ | 
đuổi hòan toàn lượng mẫu thử này - 
ra khỏi cột. 


Nếu cột gel được nạp chặt 
chế, mẫu thử ra khỏi cột bằng một 
dãy băng nằm ngang ngay ngắn, 
dãy hẹp. Cách thử này cũng giúp 
biết được thể tích trống V„ của cột: 
là thể tích dung môi cẩn thiết để 
đuổi một hợp chất màu, có trọng 
lượng phân tử lớn nên không lọt. 
được vào lỗ rỗng của hạt gel mà ra 
ngay khỏi cột. 





Các hạt gel đang 
lắng xuống đáy cột 





L..\ Dung môi liên tục chảy ra khỏi cột 


_ Thể tích trống V„ cho biết các Hình 5: Thực hiện nạp goi trương nở vào cội 
hợp chất nào ra ngay khỏi Cột Ở giai (ký thuật nạp cột sệt) 
đoạn này là hợp chất có trọng lượng | 
phân tử lớn hơn khả năng tách chất của hạt gel được chọn để thực nghiệm. 


% Trong suốt quá trình nạp ge] cũng như triển khai sắc ký, không được 
để khô lớp mặt gel trên đầu cột. 
3.2. Đặt mẫu cần sắc ký lên đầu cột gel. 


Dung dịch mẫu cần tách phải được lọc bỏ những hợp chất còn ở dạng 
rắn, cặn. Dung dịch mẫu được hòa tan vào dung dịch đệm, đặt lên đầu cột 
giống như trong thực hành với sắc ký cột cổ điển. | 


Có tỉ lệ tương đối giữa thể tích dung dịch mẫu nạp lên đầu cột và thể 
tích V\ của cột gel. Gọi Vạ¡ và Vụ; là thể tích dung môi cần thiết để lần lượt 
giải ly hai hợp chất có đặc điểm gần giống nhau nhất. _ 

s Với những loại mẫu chất mà (Vai — Vạ;) có giá trị lớn, thể tích dung 
dịch mẫu có thể chiếm 10-30% tổng thể tích V, của cột gel. 
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e Với những loại mẫu chất mà (Vai — Vạạ) có giá trị nhỏ, thể tích dung 
dịch mẫu chỉ nên là 1 - 3% tổng thể tích Vị của cột gel. 


Khối lượng mẫu và nồng độ của những chất tan trong mẫu chỉ quan 
trọng khi chúng có thể gây ảnh hưởng lên độ nhớt của dung dịch mẫu. Độ 
nhớt của dung dịch mẫu cao gấp > 2 độ nhớt của dung môi giải Lào có thể ảnh 
hưởng đến kết quả tách chất. 


3.3. Triển khai sắc ký gel 

Triển khai giải ly rất đơn giản, chỉ sử # dụng kỹ thuật dung môi đơn nông 
độ. Giải ly có thể bằng trọng lực nhưng tốt nhất là sử dụng bơm đẩy từ đầu 
cột. Hứng dung môi giải ly trong những lọ nhỏ, mỗi lọ có một thể tích nhất 
định. Các chất tan sẽ ra khỏi cột theo thứ tự trọng lượng phân tử giảm dần. 


3.4. Thí dụ cụ thể về sắc ký gel Sephadex LH-20 


Gel Sephadex LH-20 là gel Sephadex G-25 đã được hydroxylpropyl 
hóa nghĩa là biến đổi một số nhóm -OH trong gel dextran thành nhóm —O- 
CH;-CH;-CH;-OH. Việc điều chế dẫn xuất này giúp cho gel cớ thêm tính 
thân đầu (Iipophilicity) bên cạnh tính ái nước (hydrophilicity) sẵn có. 


Bên cạnh việc gel trương nở trong nước, gel có thể trương nở trong 
dung môi hữu cơ có tính phân cực như dimetylsulfoxid, pyndin, 
dimetylformamid, metanol, tetrahydrofuran... (trong dung môi hữu cơ, gel nở 
khoảng gấp 4 lần thể tích lúc khô). 


Bảng 7 cho biết lượng dung môi có thể hấp thu bởi gel Sephadex LH- 
20. - 


Nhờ khả năng gel có thể trương nở trong dung môi hữu cơ phân cực, 
gel Sephadex LH-20 được dùng trong việc tách các hợp chất thiên nhiên, loại 
-_ tan trong dung môi hữu cơ. . 


Gel Sephadex LH-20 tách hợp chất theo hai kỹ thuật sắc ký khác nhau 
tùy vào dung môi giải ly. 


%X Khi giải ly cột với đơn dụng môi, gel bố 3n LH-20 tách h hợp chất 
bằng kỹ thuật sắc ký gel nhờ vào sự khác biệt về trọng lượng phân tử. Các 
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^A ^^“ 


với dung môi có tính phân cực mạnh hơn, đưa đến hệ quả tạo thành hai pha: 
pha động lỏng và pha tĩnh lỏng (xem lại chương sắc ký cột). 


Bảng 7: Lượng dung môi hữu cơ gel Sephadex LH-20 có thể hấp thu. 


w _ Lượng dung môi hấp thu Thể tích hạt gel 
in ____ (mU§ gel khô 
Dimetylformamid - 40 - 4,5 
¡ NưỚc 40 - 4,5 
Cauun tệ mug ——— T[ TT riệ đệ p 
TT NE———“—-x:ễ 
qmHmm TT TỊ TT T TT cắp MS 
Â : RESEAE 8Q ng: hung ung 
Etyl acetat =7 ni 
Toluen | SEN: nu 
ˆ  =“........ 
3.4.1. Kích cỡ cột 


Thường chọn cột bằng thủy tỉnh, có chiểu đài khoảng 40 -100 cm, 
đường kính cột 1,5 - 2,5 cm. Kích thước cột được chọn tùy theo thể tích gel sử 
dụng. _ 


3.4.2. Lượng mẫu phân tích và lượng gel - 
Trong thực nghiệm, sắc ký đạt kết quả tốt khi sử dụng ] mg mẫu chất 
_ cần ] mÌ gel đã trương nở. ¬ 
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3.4.3. Làm trương nở gel _ 

_ Trong một becher hoặc một erlen, cho gel khô Sephadex LH-20 vào, _ 
thêm vào cột loại dung môi sẽ thực hiện sắc ký, dựa vào bảng 7 để tính toán 
lượng thể tích hơi thừa một ít. Tính toán để sử dụng lượng gel hơi thừa một ít 
đủ để nhồi vào cột. Để yên qua đêm để gel trương nở. 


Gel Sephadex LH-20 có thể trương nở trong nhiều loại dung môi hữu 
cơ. Nhờ khả năng này, gel Sephadex LH-20 thường được dùng trong việc 
tách các hợp chất thiên nhiên nhiên, loại tan được trong dung môi hữu cơ. 

3.4.4. Nạp gel vào cột 

Cột được bắt thẳng đứng trên một cái giá. Mở van khoá ở bên dưới, mở 
một phần, rót dung dịch huyền phù gel vào cột. Đồng thời ở bên dưới có dung 
môi chảy ra. Rót dung dịch gel vào cột chảy thành một dòng nhỏ đều, châm 
chậm sao cho chỉ rót một lần mà đầy cột. Tránh rót gel thành nhiệu đợt, sẽ 
làm lớp gel nén không đều trong cột. Khỏ nhẹ bên ngoài thành cột để giúp 
gel nén đều. 


3.4.5. Cân bằng gel trong cột | 
Sau khi gel được nạp hoàn tất vào cột, tiếp tục cho dung môi chảy 
ngang qua cột với vận tốc 1-5 ml/phút trong vài giờ để cột được nén đều. Lưu 
ý là phải luôn luôn có dung môi ở trên đầu cột, không được để gel trên mặt 
cột bị khô. 
3.4.6. Lượng dung môi li cần để hòa tan mẫu 
Mẫu được hòa tan trong dung môi phù hợp. 


*% Nếu mục đích là loại bỏ muối (NaCI...), lượng đi dịch mẫu nạp 
trên đầu cột có thể chiếm khoảng 30 % thể tích cột gel. 


_* Nếu mục đích sắc ký gel là tách riêng các hợp chất, lượng dung môi 
dùng để hòa tan mẫu phải vào khoảng 1-5% thể tích cột gel. Thí dụ cột chứa 
200 ml gel trương nở, sử dụng lượng dung môi để hòa tan mẫu tối đa là I0 ˆ 
ml. Dung dịch mẫu có nông độ càng đậm đặc càng tốt vì như thế mới nằm 
thành một lớp mỏng trên đầu cột. 
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3.4.7. Nạp mẫu cần sắc ký lên đầu cột 
Thực hiện như nạp mẫu ướt trong sắc ký cột cổ điển. 


% MỞ khoá cho dung môi chảy ra khối cột, để hạ mức dung môi trong 
cột xuống sao cho vừa sát với mặt thoáng của chất hấp thu trong cột. Mặr 
thoáng của chất hấp thu lúc này phải nằm ngang đầu. 


% Đóng khoá lại, nạp dung dịch mẫu vào đầu cột. Muốn nạp mẫu, sử 
dụng một pipette để hút dung dịch mẫu chất, đặt đầu của pipette gần sát với 
mặt thoáng của chất hấp thu trong cột, vừa bóp vừa rây pipette dọc quanh 
thành trong của cột, cho dung dịch chất chảy ra dọc theo thành trong của cột, 


chạm xuống bề mặt của chất hấp thu. 


* Mở khóa bên dưới cho dung môi chảy ra khỏi cột, làm cho dung dịch 
mẫu được thấm hết vào chất hấp thu trên đầu cột, cần canh chừng không cho 
chất hấp thu ở đầu cột bị khô. 


% Dùng pipetre cho một lượng nhỏ đun môi mới lên đầu cột, tranh thủ 
dùng dung môi này để rửa sạch thành ống mà dung dịch mẫu chất đã trây 
dính trên thành cột. Lại mở khóa, cho dung môi chảy.ra. Lặp lại vài lần vIệC 
rửa thành cột như thế để giúp cho dung dịch mẫu chất thấm sâu vào phần 
chất hấp thu ở phần đầu cột. Lặp lại như thế cho đến khi cho một ít dung môi 
lên đầu cột, dung môi sẽ trong suốt không màu (không bị lây màu của chất 
mầu). | 


* Cho một lớp cát dây khoảng 3-6 mm đặt nhẹ lên trên mặt thoáng 
của chất hấp thu để bảo vệ mặt cột. Nếu không có cát, có thể sử dụng bông 
thủy tỉnh, bông gòn, giấy lọc có đường kính vừa bằng với đường kính trong 
của cột. Cẩn thận để không làm xáo trộn bể mặt đang nằm ngay ngắn. 

Cuối cùng, cho dung môi vào đây cột để bắt đầu quá trình giải ly. 


3.4.8. Giải ly cột 


Trong sắc ký gel chỉ sử dụng kỹ thuật giải ly với dung môi đơn nồng 
độ, nghĩa là sử dụng một loại dung môi hoặc sử dụng hỗn hợp hai dung môi, 
với tỉ lệ x:y. Khi bắt đầu cho đến khi kết thúc quá trình giải ly, chỉ sử dụng 
đúng loại dung môi đó. z : 
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Có thể giải ly nhờ vào trọng lực với vận tốc dòng chảy 2-4 ml/phút (cho 


cột gel 200 ml). Có thể sử dụng một bơm nhẹ. 

Thu dung dịch giải ly trong các lọ nhỏ. Thường hứng 2 lần thể tích cột 
gel. | | : 
Lưu ý khi thực nghiệm với gel Sephadex LH-20, việc tách có thể theo _ 
sắc ký gel, cũng có thể theo các cơ chế khác: hấp thu, phân chia, cũng có thể 
theo cơ chế trao đổi ion, vì thế trong quá trình thực nghiệm, đôi khi đã gặp 
trường hợp đão ngược, nghĩa là chất nhỏ ra khỏi Cột trước và chất to ra khỏi 
cột sau. Vì thế, nếu hợp chất cần khảo sát không ra khỏi cột sau khi đã giải ly 
bằng lượng dung môi 2 lân thể tích cột, vẫn phải tiếp tục giải ly (cũng chỉ với 
đơn dung môi), đến 7-8 lần thể tích cột, lúc đó, hợp chất cô lập được sẽ khá 
tinh khiết. 

_ O 
N NH, 


mrmz“À 


OH: 
O-CH; 





O-CH; | 
Rachelmycin 


3.4.9. Áp dụng cụ thể 
.Cô lập hợp chất kháng sinh rachelmycin. 

Sử dụng etyl acetat để chiết dung dịch nước lên men. Cô đặc và đuổi 
dung môi đến khô, thu được một chất dầu (380 mg). Chất dầu này được hòa 
tan vào metanol (10 ml) và nạp lên đâu cột Sephadex LH-20 (400 mi thể tích 
gel). Cột được giải ly bằng metanol, vận tốc dòng chảy 20 ml/phút. Hứng 
dung môi giải ly trong các lọ, mỗi lọ 20 ml. Hứng 160 lọ. 

Các lọ được thử nghiệm hoạt tính sinh học và nhận thấy lọ 93-135 có 
hoạt tính. | 
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4. SẮC KÝ LỚP MỎNG VỚI KỸ THUẬT SẮC KÝ GEL 
Có thể thực hiện sắc ký gel áp dụng trên tấm sắc ký lớp mỏng. Có 
nhiều tác giả đã thực hiện với các chỉ tiết được trình bày trong bảng 8. 


4.1. Kích thước tấm bản gel 


Bản mỏng là tấm kiếng giống như sắc ký lớp mỏng thông thường. Bản 
cần phải được rửa thật sạch, không được còn vết dầu mỡ. Muốn vậy, sau khi 
rửa sạch bản, cần giữ bản trong một dung dịch đậm đặc carbonat natri và 
trước khi tráng, vớt bản ra và rửa bản thật kỹ với nước cất. 


4.2. Lượng gel cần để trắng bản | 


Chọn gel Sephadex loại mịn, khô (bảng 2), cho trương nở trong dung 
môi theo thời gian qui định (bảng 3). Khi nào muốn tráng lên tấm bản mỏng, 
gạn bỏ bớt dung môi để có dung dịch gel sệt và tráng lên tấm bản mỏng. Một 
vài tác giả sử dụng lượng dung môi vừa đủ để có dung dịch gel sệt và tráng 
ngay lên tấm bản mỏng, cách làm như thế dễ gặp sự vón cục, bản trắng 
không được đều. _ | 

Muốn tráng một bản gel có kích thước 10x20 cm, chiều dây gel 
0,2 mm, cần 1 g gel Sephadex G-100 hoặc 0,66 g Sephadex G-200. Muốn 
tráng một bản gel có kích thước 20x20 cm, chiều dầy gel 0,5 mm, cần 
1,5 g gel Sephadex G-200. | 


Có thể tráng bản bằng cách trãi, sử dụng máy bán thủ công hoặc bằng 
cách rót thủ công. Bản sau khi được tráng xong, được đặt trên một mặt phẳng 
nằm ngang, để yên qua đêm, trong bầu không khí ẩm. Thí dụ đặt bản trong 
một bình hút ẩm có chứa sẵn một tấm giấy lọc ướt đẫm nước, như thế bản sẽ 


được đồng nhất. 


Becher đựng dung 
dịch huyền phù ge] 






q@ 5 ¬ 
“_~s 4) | 
% 
Tay trái cầm : 


tấm kiếng sạch |—⁄ 





Hình 6: Tráng bản mỏng hằng phương pháp rói 
239 
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Có tác giả thực hiện độ ẩm bão hòa cho bản bằng cách chứa bản trong 
bình ẩm trong 1-3 tuần. Có tác giả cho dung môi giải ly chảy ngang qua bản 
một lần trước khi đặt mẫu phân tích lên mức xuất phát của bản. 


Ko. 8: Sắc ký gel á áp dụng trên tấm sắc ký lớp mỏng. 


G-25mm, G-50 mịn, 
Loại gel G-75 cực mịn, G-200 | G- 100‹ Cực mịn 
cực mịn G-200 cực mịn 


Kích thước tấm 20x40 10x 20 10x20 20x20 
bản mỏng (cm) 20x50 20x40 
(mm) vã 
| . _ Binh sandwich 
ình giải Nghiêng 10 -20° Bình ẩ 
HE. MT. giiïR cử nghiêng 10 -20" 


Trước tiên tấm bản | Trước tiên tấm bản | Để bản nằm Để bản nằm 
được rửa giải trong Ì bi trong 18 ngàng trong 24 
















G-100 cực mịn G-200 cực mịn 




















































Bước chuẩn bị s NHẠC niên giải trong 
BI 
X.z§- -..e sư: 
Thời gian triển I-2 cm/giờ Sỹ 
khai một mẫu | 
Protein trong huyết vài ¬. : _ n 
Áp dụng. tương KHE TSAN VỤ CHÀ jng phần Protein 


á.3. Phương pháp triển khai bản mông 


Tấm lớp mỏng được đặt nằm nghiêng (độ dốc khoảng 10- 40°) để cho 
dung môi giải ly chảy ngang qua chầm chậm và sao cho bản không bị khô 
trong quá trình giải ly, vì phải tốn nhiều giờ mới giải ly hoàn tất một bản. 
Dung môi giải ly chảy ngang qua bản và sau đó được loại bỏ, hai việc này 
phải xảy ra cùng lúc. Thông thường, các phòng thí nghiệm thực hiện sắc ký 
bản mỏng gel trong một bình khá lớn, 
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Máng chứa 
Máng dung môi giải ly Tấm 
chứa 
dung mô __“% Tấm bản 
giải ly : 
2s. mỏng 





| Các vết 
Máng chứa dung chấm mẫu 
môi giải ly xong 


Hình 7: Bình giải ly cho sắc ký lớp mỏng gel 


Để tránh sử dụng bình lớn, nhưng vẫn thực hiện nhanh chóng và cho 
kết quả thành công, có tác giả đã cải tiến dùng bình sandwich như hình 8. 
Phủ lên trên bể mặt bản gel là một tấm kiếng có cùng kích thước, tấm kiếng 
này cách bề mặt bản gel một khoảng cách ngắn nhờ vào 2 tấm giấy bìa cứng 
đặt xuôi theo hai bên bờ cạnh dài của bản gel. Hai tấm kiếng được giữ lại với 
nhau bằng hai cái kẹp lớn kẹp hai bên cạnh. Bản gel được nối với lọ chứa 
dung môi giải ly nhờ vào một tờ giấy lọc. Tờ giấy lọc này có bê ngang bằng 


với chiều ngang của bản gel, như trình bày trong hình 8. 


_ Tấm kiếng phủ lên trê Bìa. 

T===——x giấy 
cứn 

Lớp gel Ẳ | h 


(tờ giấy lọc phủ Tấm kiếng tráng 
lên lớp gel này) lớp gel 














Lớp gel 






`á 
ị 






\ 


\ Mặt cắt ngang bình sandwich, nhìn từ đầu trên xuống 
phóngS*. : 











đại ty | | Đầu trên 
---J| `3» giấy : s : 
= lọ- | Bên hông 
Dung dịch : | À ị 
giải ly. Mặt cắt ngang bình sandwich, 
nhìn từ bên hông _ 


Hình 8: Bình triển khai bản mỏng gel loại sandwich 
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5. CÁC ỨNG DỤNG CỦA SẮC KÝ GEL 
5.1. Để xác định trọng lượng phân tử của một hợp chất đại-phân tử 


_ Trọng lượng phân tử của một hợp chất đại phân tử có thể được xác định 
bằng nhiều phương pháp khác nhau như: khối phổ (mass spcctroscopy), điện - 
di (electrophoresis), sắc ký gel.. 


Đầu tiên, sắc ký gel được dùng để tách các đại phân tử có nguồn gốc 
sinh học như protein, polysacarid, acid nucleic, enzym... và các quan sát nhận 
thấy rằng các hợp chất bị giải ly ra khỏi cột theo thứ tự trọng lượng phân tử 
giảm dẫn. Người ta đã ứng dụng việc này vào việc ước đoán trọng lượng 
phân tử của một hợp chất chưa biết. 





( _: Tổng thể tích cột gel, có thể đo được (bed volume) 

Vọ : Thể tích trống, thể tích chết (Void volume, dead volume) 
Thể tích dung môi nằm trong cột gel. 

Vm: Thể tích các hạt gel trương nổ nằm trong cột 

Vị : Thể tích các chất tan 


V 











chất trong cột 






Íh“v tivi vị 
V ' VI : li _—m ' Vị3 : 


4 
1 
! 
' — 
Ù 


`” Vẹ cho hợp chất B' 





SÐ 
= 
“©œ 


Thể tích dung môi giải ly 


Hình 9: Các tham số tách trong sắc ký gel 
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Hạt gel trương nở chiếm một thể tích trong cột và có định nghĩa về các 
loại thể tích như trình bày trong hình 9, Có thể đo được một số loại thể tích 
HnÓI trên, | 


_® Vị: Toàn thể phần thể tích ở bên trong cột sắc ký gel. 
® V; : Đo được bằng cách sử dụng một chất chuẩn, là bất kỳ hợp chất 


đại phân tử nào nếu có trọng lượng phân tử lớn hơn nhiều so với lỗ trống của 
hạt gel đang sử dụng, nên không thể chui vào lỗ trống hạt g©l và sẽ bị giải ly 
ngay ra khỏi cột gel. Khi giải ly với dung dịch nước, người ta thường chọn 
một polysacarid đã được nhuộm màu là Dextran Bleu (hãng Pharmacia). 

® V, và Vụ : khó đo được. 

Bảng 9 cho biết một vài số liệu thể tích của sắc ký gel. Các loại gel có 
khả năng cho lỗ rỗng lớn, sẽ trương nở nhiều, nên khoảng trống chứa dung 
môi cũng nhiều, hệ quả là tỉ trọng (d= g/ml) của hạt gel sẽ nhỏ; ngược lại, các 
loại gel có cho lỗ rỗng bé, trương nở ít sẽ có tỈ trọng của hạt gel lớn. 


Bảng 9: Thể tích tương đối của 1 gam gel khô Sephadex trương nở 
trong nước. 


TỈ trạng của hạt gel 
trương nở (d; g/mi 





CHƯƠNG 6 





Bảng 10: Các polystyren tổng hợp thương mại được sử dụng làm chất 
chuẩn để thiết lập đường chuẩn đo trọng lượng phân tử. 


Trọng lượng phân tử Trọng lượng 
trung bình (Mw) : phân tử trung bình (Mw) 





Do các hợp chất đại phân tử có hình dạng cấu trúc trong không gian ba 
chiều khá khác nhau, vì thế, khi muốn thiết lập đường chuẩn để đo trọng 
lượng phân tử của một hợp chất, cần lựa chọn các chất chuẩn càng tương 
đồng với chất cần khảo sát, càng cho kết quả tốt. Nhưng không dễ tìm được 
các hợp chất chuẩn có cấu trúc tương đồng với chất cần khảo sát. Người ta 
thường chọn mẫu chuẩn là một trong hai loại như sau, hoặc là các poÌystyren 
tổng hợp thương mại, như trình bày trong bảng 10 hoặc là các protein như 
trong bảng 11 và 12. _ 


. Bảng 11: Các protein thương mại được sử dụng làm chất chuẩn để thiết 
lập đường chuẩn đo trọng lượng phân tử. 


IN]T TT” TP⁄h 7 7. | DmnEmxmai 


ÑX 
13.600 
L3 |Myogobpm | 1; an 


hất ức chế trypsin (soja) 


® 


DSin 


Chymotrypsinogen A 
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$% | Pepsin | 35.500 _ 
9 |Ovalbumin __ 45.000 


Šcrumalbumin (monomer, Dovine) 67000 - 
li |Deshydrogenase của phosphat aldehyd 117.000 
PÌyceric _ ¬ 
12 | Serumalbumin nonomer, bovine) 134.000 














13 | y-Globulin (người) 140.000 
L 14 ! Aldose (men) _-. 147.000 
L 15 | Alcol deshydrogenase (men) _ 150.000 

l6 | Catalase ¬ 230.000 


Bảng 12: Các protein thương mại được sử dụng làm chất chuẩn thiết 
lập đường chuẩn để đo trọng lượng phân tử. 


Protein | Trọng lượng phân tử 


Chất ức chế cailicreine 6.500 
|_18 | Chất ức chế trypsin 8.400 
Methemoslobin 
phoe | 64. 
Enolase 


T 


27 





ft) 
0 
= 
< 
—— 
œ 
^N 
=) 
®2 |lứ 
(2 Fe 
œ | 
'l© 
P. 
= 
[sv) 
9 
œ 
lo) 
G2 
©J: 
©® 


Xanthine oxvdase : 320.000 
Hình 10 là đường biểu diễn sự thay đổi thể tích dung dịch giải ly tùy 
theo trọng lượng phân tử của một số protein chuẩn, có bán sẵn, sử dụng các 
loại gel Sephadex khác nhau. | _ 
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20_ 






G-50 





XIN: TINH 2W šY E2 7.71 ME 


Hình 10: Sự thay đổi thể tích dung dịch giải ly theo trọng lượng phân tử của các loại protein trong 
bảng 11 và 12 áp dụng trên các loại gel Sephadex khác nhau. 










= | Ribonuclease 
¬ 07- (13.700) 
7 06- Chymotrypsinogen A 
Sêou (25.000) 
. Ovalbumin 
(43.000) 
0,4~ mạ | 
Bovine serum albumin 
o3-|  Poly (A) polymerase . (67.000) 
- (65.000) . 
Aldolase 
. (158.000) 
Trọng lượng 
li phân tỉ 
-á 
L 2 ==E— —ằ—Ằ= | _—M x 10 
| : 4 6 8 10 20 40 60 


Hình 11: Đường biểu diễn mối liên quan giữa trạng lượng phân tử trong bộ mẫu chuẩn và 
thể tích giải ly ra khỏi cột gel Sephacryi S-200 (2,0 x 70cm), 
để ước lượng trọng lượng phân tử của hợp chất Poly (A) polymerase 
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Thực hành: Cột gel được lần lượt sắc ký (trong cùng điều kiện) với các 
chất chuẩn có trọng lượng phân tử biết trước. Vẽ đường biểu diễn mối liên 
quan giữa thể tích dung môi giải ly và trọng lượng phân tử của hợp chất. Tiếp 
theo, với một hợp chất cân biết trọng lượng phân tử, nạp vào đầu cột, sử dụng 
cùng điều kiện giải ly để biết thể tích dung dịch đã giải ly chất ra khỏi cột. Sử 
đụng đường biểu diễn chuẩn để suy ra trọng lượng phân tử của chất. 


5.2. Để tách một hỗn hợp nhiều chất thành các nhóm hợp chất riêng 
rẽ _ 

Áp dụng đơn giản nhất của sắc ký gel là tách một hỗn hợp thành hai 
nhóm hợp chất có kích thước khác xa nhau. Nếu chọn được một gel thích hợp, 
hợp chất có trọng lượng phân tử lớn sẽ bị đuổi hoàn toàn ra khỏi cột gel, 
thường thì bị đuổi ra ngay từ thể tích trống V„, còn hợp chất có trọng lượng 
phân tử nhỏ sẽ lọt vào lỗ trống của hạt gel, lọt toàn phần hoặc một phần, sẽ ra 
khỏi cột sau. 


__ Áp dụng cao hơn là muốn cô lập một nhóm hợp chất có trọng lượng 
phân tử nằm trong một khoảng xác định. Muốn vậy, phải sử dụng lần lượt 
nhiều cột gel với loại øel khác nhau. 


Thí dụ các nghiên cứu trước cho biết hỗn hợp khảo sát gồm nhiều 
protein hình câu có trọng lượng phân tử lớn, nhỏ khác nhau, nhưng chỉ muốn 
thu lấy phân đoạn chứa protein có trọng lượng phân tử khoảng 50.000 dalton. 
Để đạt được điều này, thực hiện sắc ký gel với gel Sephadex G-75 nhằm loại 
bỏ những protein có trọng lượng phân tử > 50.000 D. Dung dịch giải ly được 
tiếp tục sắc ký trên gel Sephadex G-50 để loại những protein có trọng lượng 

phân tử < 50.000 D. ¬ 
5.3. Để loại bỏ muối ra khỏi một hợp chất hoặc dung dịch - 

Trong các qui trình tinh chế các hợp chất có tính kháng sinh, người ta 
thường sử dụng sắc ký trao đổi ¡o › Biải ly cột bằng dung địch đệm có pha 
thêm 1% NaCl, như thế dung dịch giải ly hứng được sẽ chứa vừa hợp chất 
"hữu cơ cần tinh chế và muối NaCt. Tiếp theo, các dung dịch giải ly này sẽ 

được loại muối bằng phương pháp sắc ký gel để thu được hợp chất hữu cơ. 
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Để loại bỏ muối, người ta a thường sử dụng các c loại gel như: Sephadex 
G-10, Sephadex G-15, Sephadex LH-20, Biogel P-2.... Khi thực hiện sắc ký 
gel với các loại gel này, hợp chất hữu cơ có kích thước to sẽ ra khỏi cột trước, - 
còn các ion vô cơ có kích thước nhỏ, bị g1ữ mạnh trong hạt gel và sẽ bị đuổi 
ra khỏi cột sau. 


Một thí dụ cụ thể để minh họa. 


¡) Một dung dịch 10 mi vừa được giải ly ra khỏi cột sắc ký trao đổi ion 
_và được đông khô chân không, thu được bột khô. Bột khô này được hòa tan 
trở lại trong 1 mÌ nước và đặt lên đầu một cột gel Biogel P-2, chứa 80 ml gel 
trong một cột có kích thước: bán kính trong cửa cột 1,5cm, chiểu đài cột 45 
cm. _ 

_ i8) Giải ly cột bằng nước cất, với vận tốc dòng chảy 0, 8 ml/phút. Hứng 
dung dịch giải ly trong các lọ nhỏ, mỗi lọ 2 ml (mỗi lọ tốn 2,5 phút). 


19) Để phát hiện ion clorur: với mỗi lọ, lấy riêng 20 Hl dung dịch, cho 
vào các ống nghiệm nhỏ, thêm vào mỗi ống này 100 HÌ dung dịch nước nitrat 
bạc 1% (dung dịch cần phải có tính acid). 


- ¡vì Mỗi lọ đều được thử nghiệm hoạt tính sinh học tính kháng khuẩn. 
v) Kết quá: các lọ 27-28 có tính kháng khuẩn; lọ 32-33 có NaCl. 


5.4. Để loại bỏ các chất màu tạp bẩn ra khỏi hợp chất đang khảo sát 


Trong ngành hóa học các hợp chất thiên nhiên, trong quá trình cô 
lập các hợp chất hữu cơ từ cây cỏ, các dung dịch chiết thường có màu 
xanh lục đậm là do có chứa các diệp lục tố (chlorophyl a và b). Nếu hợp 
chất khảo sát có trọng lượng phân tử nhỏ (M< 700) có thể tinh chế hợp 
chất này bằng sắc ký gel với cột nhôi gel Sephadex G-10, G-25, Biogel 
P-2; P- 4 (Nhắc lại: Sephadex G-10 có khoảng tách chất từ 0 -700 Dalton). 


Clorophyl a có công thức phân tử C;zH;;MgN4O; với M = 893 „48, 
không tan trong eter dầu hỏa, tan tốt trong eter dietyl, benzen, cloroform, . 
aceton, etanol và clorophyl b có trọng lượng phân tử M = 907,46, tan kém 
trong eter dầu hỏa, tan tốt trong aceton,etanolL. - 


3448. 
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Clorophyl a ( Z = -CH; ) 
Clorophyl b (Z = -CH=O) 


CH¡; CHạ CHạ H;C 
HcÀAÁAÁ ^ =—, 


Khi cho phân đoạn cao chiết có chứa các clorophyl và hợp chất hữu cơ 
lên đầu cột gel, sử dụng đơn dung môi để giải ly (cloroform, aceton hoặc 
metanol tùy vào hợp chất có tính phân cực hay không), các diệp lục tố sẽ ra 
khói cột ngay trong thể tích trống của cột, còn các hợp chất hữu cơ có trọng 
lượng phân tử nhỏ sẽ chui vào hạt gel nên sẽ ra khỏi cột sau, qua đó tách bỏ 
được các chất màu. PB 





349 





CHƯƠNG 6 TY 





TÀI LIỆU THAM KHẢO 


HÌ. A. Braithwaite, F.J. Smnith. Chromatographic methods. Kluwer 
Academic Publishers. Boston-London, 45-501, 1999, ` 


[2]. David Sheehan. Physical biochemistry: principles and applicationa. 
John Wiley and Sons, LTD. New York, Singapore, Toronto. 30-35. 2000 


13]. E. Heftmamn. Journal oƒ chromatography library. Vol 51 A. Elsevier. 
Oxford. Tokyo. A268- A221, 1992. 


[4]. Helmut Determan. Chrơmatographie Sur sgÏ Manuel de laboratoire. 
Masson et C° Éditeur, 26-101, 1962. 


[5]. Richard J.P. Cannell. Naưa! Products Isolation. Humana Press, 
Totowa- New Jersey, 20-212, 1998. 


350 





SẮC KÝ GEL 








Bảng la: Một số loại gel thương mại sử dụng cho sắc ký gel 
Tên gel Loại gel | _— Cấu trúc | Dung môi (pha 
_ _ động) 
Sephadex G Xerosel | Dextran Nước 





Kích thước hạt gel Ghi chú 














ốt 


I0-40; 40-120; 50- 
150; 100-200 


Hạt cực mịn, tách t 







Sephadex LH Xerogel | Dextran hydroxylpropy] 


€ter 


Pol yamid Nước 


Polyacryloylmorpholine 





Đuổi có giới hạn, tùy 
theo dung môi 


















Bio-Gel P | Xerogel 


Enzacryl Gel K - 


BioBeadSX | Pha trộn 


Styragel . K“ 
Merck-O-Gel | Phatrộn - 


Porasil [Aerogel | | 
_Bio-Gias LAerogel |Thủynnh — ———- 


30-100; 
200-400 


100-200; 









Trương nở chút ít 
trong alcol dây 











Polystyren lỗ rỗng to cơ kém |4x10° 


án cực 


30-100; 
60-250; 40-190; 
40-210 











Sepharose 
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Bang 1b: Một số loại gel với tên thương mại, khả năng tách và các ứng dụng. : 








Khoảng trọng lượng phân tử 
(cho các protein hình cầu) Kilo 
Dalton (KDa) 





Loại gel 








SEPHADEX (Dexưan) 





<0„7 Để loại thế 


_____ 1-5. |Đểếloạimuố 
1,5 — 30 Để phân mn các pc 
JEIHIESNS:  ¬ - ⁄SE0MNEB- Để phân tách các 


4~ 150 | Để phân tách các pr 


5— 300 Để phân tách các 








Co 1.1 v 10 - 4.000 Để phân tách các protein 
48. ——— 60 ~ 20.000 


70 ~ 40.000 


"- SẮC KÝ GEL 
==aa. re rre————————_-——_—_—..-ỂnnnỂỐ DU. VN VỤ 


SEPHACRYL (Dextan nối mạng ngang với N,M'-metylenbisacrylamid) 
I S-100 HR | i l1 - 100 
S-200 HR 35-250 


S-500 HR 80 - 80.000 








phân tách các 
phân tách các 
phân tách các. 
Dhân tách các 
phân tách các đại phân tử 











Để 
Để 






BIOGEL (Polyacrylamid) : 


Loại øel 
| 01-18 |Đểếloaimuối. 
__ 08-4 | Đểloạimuối 
1-6 |Đểphântáchcác 
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— _ƑFRACTOGEL (clorur polyvinyl) 


CHƯƠNG 6 . 


SUPERDEX (Dextran tạo nối hóa trị với aØarose nối mạng nøa 


SUPEROSE (agarose nối mạng ngang) 





ng chặt chẽ) 
FPLC sắc ký gel (Fast prote 
chromatography) | 





in liquid 
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CÁC PHƯƠNG PHÁP CÔ LẬP 
HỢP CHẤT HỮU CƠ 


Chương 7 
SẮC KÝ KHÍ 
Sắc ký khí đã được biết từ năm 1906 nhưng mãi đến năm 1952, kỹ 
thuật này mới được phát triển mạnh mẽ, nhất là trong thập niên 1960. 


Trong việc phân loại các kỹ thuật sắc ký, có sự phân loại dựa theo cấu 
hình (chromatography configuration), nghĩa là pha động là một hợp chất ở 
thể khí và pha tĩnh có thể ở thể khí hoặc thể lỏng. Cấu hình như thế được gọi 
là sắc ký khí (gas chromatography), thường hay được gọi tắt là GC. 


Đồng hồ T Ống tiêm chích 





À 


điểu khiển \L HH HH HH. HH 


Hình 1: Sơ đồ tổng quát mô tả các bộ phận của một máy sắc ký khí 
Trong sắc ký khí, đôi khi người ta còn nói thêm đó là sắc ký khí — lỏng 
(gas — liquid chromatography, viết tắt là GLC), hoặc sốc ký khí — rắn (gas 
~solid chromatography, viết tắt là GSC) nhằm cho biết rõ thêm về pha tĩnh là 
pha lỏng hoặc là pha rắn. Phần lớn các máy sắc ký khí là loại sắc ký khí - 
lỏng và như thế đây là loại sắc ký phân chia (parttion chromatography), 
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——————————-—-y.F.——rT series seo. 





——_———————e—=—s=x~. 





nghĩa là các hợp chất khác nhau trong hỗn hợp mẫu khảo sát sẽ phân bố (hòa 
tan) vào hai pha là pha động khí và pha tĩnh lỏng (xem lại chương sắc ký 
cột). | | _ | s 

Sắc ký khí là kỹ thuật phân tích hiệu quả với độ phân giải cao, có thể 
giúp khảo sát một mẫu chất có trọng lượng vài miligam và đôi khi chỉ vài - 
microgram; có thể phân tích một hỗn hợp mẫu chất phức tạp; có thể phân tích 
định lượng... : 


_ Kỹ thuật sắc ký khí được sử dụng để phân tích một lượng rất lớn những 
loại hợp chất hữu cơ khác nhau, các hợp chất đó có thể là chất khí hoặc chất 
Tổng, đôi khi là chất rắn. Tuy nhiên, đối với các iogi hợp chất không bên 
nhiệt, kêm bay hơi (trọng lượng phân tử lớn hơn 300 amu) hoặc loại hợp chế 
ion, kỹ thuật sắc ký khí không thể phân tích mẫu trực tiếp ngay được, mà cần 
phải biến đổi các hợp chất nói trên thành các dẫn xuất có tính bay hơi, mới có 
thể phân tích bằng sắc ký khí.  ˆ | 

Hình I mô tả các bộ phận hoạt động của một máy sắc ký khí. Trong sắc 
ký khí, pha động là một chất khí thường được gọi là khí mang. Khí này xuất 
phát từ một bình khí nén thành một dòng khí có thể điều chỉnh lưu lượng bởi 
những van khoá, để đi vào một cột có chứa pha tĩnh. Tại cột này, các thành 
phần khác nhau của hỗn hợp mẫu khảo sát sẽ được tách riêng ra. Mẫu chất 
khảo sát hoặc các hợp chất chuẩn được chích vào dòng khí mang tại một vị trí 
ở đầu cột pha tĩnh, rồi đi ngang qua pha tĩnh được tách thành những hợp chất 
riêng rẽ và ra khỏi cột. Các hợp chất khác nhau của hỗn hợp mẫu chất ban 
đầu được bộ phận phát hiện ghi nhận (bằng các tín hiệu điện tử) và giao diện 
của máy biến đổi tín hiệu đó thành các mũi xuất hiện trên sắc ký đổ. Máy in 
sẽ in sắc ký đồ ra trên giấy. 


1. CÁC YẾU TỐ ẢNH HƯỞNG ĐẾN HIỆU QUẢ TÁCH CHẤT TRONG 
SẮC KÝ KHÍ _ 
1.1. Áp suất hơi của một hợp chất _ 


Trong chương sắc ký cột, pha động luôn là chất lỏng, cơ chế phân chia 
(partiioning mechanism) là sự hòa tan một cách tương đối của những cấu 
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phần khác nhau của một hỗn hợp mẫu chất khảo sát vào trong hai pha: pha 
động và pha tĩnh. 

Trong loại sắc ký khí - lỏng (GLC) cơ chế phân chia cũng là sự hòa tan 
:ủa những cấu phần khác nhau của một hỗn hợp mẫu chất khảo sát vào pha 

_1nh lông; nhưng với sắc ký khí còn có thêm một yếu tố nữa đó là áp suất hơi 
_ tướng đối của mỗi cấu phần của hỗn hợp mẫu chất, nên sự phân chia xảy ra 
xiữa một pha là chất lỏng và pha kia là chất khí. Hơn nữa, vì pha động là chất 
chí nên các cấu phân của hỗn hợp mẫu chất khảo sát phải ở thể khí hoặc 
:ũng có thể là những chất lỏng nhưng phải có áp suất hơi tương đối cao (vì 
hế máy sắc ký khí vận hành ở nhiệt độ cao). 

Áp suất hơi có thể được định nghĩa một cách đơn giản là áp suất tạo ra 
3ởi những phân tử của một chất khí ở trong điều kiện cân bằng với những 
hân tử của chính nó nhưng ở thể lỏng, tất cả các phân tử này đều ở trong một 
ìng hàn kín. 

Áp suất hơi là số đo cho biết khả năng của những phân tử chất lỏng có 
hể biến đổi từ thể lỏng thành thể khí. Các hợp chất có trọng lượng phân tử 
thỏ, tính phân cực kém, sẽ có giá trị áp suất hơi lớn và ngược lại, các hợp 
:hất có trọng lượng phân tử lớn, tính phân cực mạnh, có giá trị áp suất bơi 
thỏ. . 


Thí du, các hợp chất lỏng có áp suất hơi cao như: diety] eter, aceton, 
doroform... các hợp chất lỏng có áp suất hơi nhỏ như: nước, các alcol có trọng 
ượng phân tử nhỏ, các halogenur thơm. 


Bảng 1: Liên quan giữa áp suất hơi và thời gian lưu của hợp chất trong 
_ lột sắc ký khí. _ : 


hợp chất | nha tĩnh 
Cao _ Thp | Nhỏ —_ 
Cao 
Thấp __ Thấp | TrungBình ; 
| Cao | — 


Thấp 
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Trong sắc ký khí, các hợp ở chất đi ra khỏi cột nhanh hoặc chậm tuỳ theo 
yếu tố như trình bày trong bảng I. 


*% Các hợp chất có áp suất hơi lớn, chịu tác động mạnh mẽ bởi dòng 
khí pha động, sẽ nhanh chóng đi : ra khỏi cột (với điều kiện các hợp chất HS. 
hòa tan kém vào pha tĩnh). Các hợp chất này có thời gian lưu nhỏ. 


% Các hợp chất có áp suất hơi lớn, nhưng khả năng hòa tan vào pha 
tĩnh cũng lớn, sẽ ra khỏi cột chậm hơn, có thời g1an lưu trung bình. 


*% Các hợp chất có áp suất hơi nhỏ, có khả năng hòa tan vào Pha ni 
lớn, sẽ ra khỏi cột rất chậm, có thời gian lưu lớn. 


Các nghiên cứu cho thấy có mối liên quan giữa nhiệt độ của cột và thờ 
gian lưu của bất kỳ hai hợp chất ở kề nhau trên sắc ký đỗ. Khi gia tăng nhiệ 
độ của cột, thời gian lưu tương đối của một hợp chất sẽ giảm, khiến cho các 
mũi tín hiệu sát lại gần nhau hơn. 


Hình 2 là sắc ký đỗ của một hỗn hợp gồm năm alcol theo tỉ k- 
(1:1:1:1:1). Khi triển khai sắc ký với điều kiện đẳng nhiệt 100°C, các hợp chấ - 
ra khỏi cột ở những khoảng thời gian cách xa nhau. Khi thực hiện với chương - 
trình nhiệt độ, khởi đầu ở 100°C và nâng nhiệt độ của cột lên 150°C, các cất . 
phần trong hỗn hợp đều có thời gian lưu bị giảm nên dãy băng của các cất 
phần được rút gần lại với nhau. 








2Í ạ (Hình a) (Eùnh b) 


1: Etanol 

2: n-Propanol 
3: n-Butanol 
4: n-Pentanol 
53; n-Hexanol 


NT. nợ họ, VU Tay xa amaamrasannmmyawsan 
0 3 0 5 10 
Hình 2: Sắc ký khí một hỗn hợp gồm năm alcol theo tỉ lệ (1:1:131). 
Cột Carbowax 20. Kích thước cột: 2m x 1/8 inch. Khí mang nitơ với tốc độ dòng khí 30 ml/phút. 
Lượng mẫu chích vào cột Tại. Đầu dò: FID. 
Hình a: Thực hiện ở điểu kiện đẳng nhiệt 10°0. 
Hình b: Thực hiện với chương trình nhiệt độ 100 - 150°C (nâng 15°0/pnhút) 
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_._. Trong thực nghiệm, để có thể đạt được sự tối ưu trong việc tách các hợp 
zhất, cần phải lựa chọn nhiệt độ cột cũng như chương trình nhiệt thích hợp. 
Khi thực hiện sắc ký khí của những hỗn hợp phức tạp, người ta đều thực hiện 
với chương trình nhiệt độ.. _ 


1.2. Đặc trưng của các loại cột sắc ký khí 
Về tổng quát có ba loại cột sắc ký khí. 


__ 8) Sắc ký khí-lỏng (GLC) với cột sắc ký là cột nhối, trong đó pha tĩnh 
là một chất lỏng bao phủ lên trên những hạt trơ sử dụng như chất mang. 


b) Sắc ký khí cột mao dẫn (capillary column, tubular column) với cột 
sắc ký là một ống hình trụ, pha fĩnh là chất lỏng hoặc chất rắn tráng phủ lên 
3Š mặt bên trong của thành ống. 


Loại này được gọi bằng nhiễu từ ngữ khác nhau như: ống mao quản 
1oặc ống trụ hở với mặt trong của thành ống được tráng phủ bởi một lớp 
nổng 0,2-5,0um (wall coated open tubular, WCOT);, cột được nhồi bởi chất 
ấn là những hạt có lỗ rỗng (porous layer open tubular, PLOT); ống trụ hở với 
3Š mặt thành ống được tráng phủ một lớp (surface coated open tubulir, 
SCOT). 


c) Sắc ký khí-rắn (GSC) với cột sắc ký là cột nhôi; cột được nhồi đầy 
2ằng những hạt trơ, rắn. Các hạt này có thể là alumin hoặc những hạt 
20lymer có nối mạng ngang. _ 


. Trong cả ba trường hợp, luôn luôn có pha động khí chuyên chở các hợp - 
›hất ở thể khí đi ngang qua pha tĩnh. Việc tách riêng từng cấu phần của hỗn 


tợp tùy thuộc vào sự tương tác của các cấu phần đó đối với pha tnh, Hệ quả 
à thời gian lưu của mỗi cấu phần sẽ khác nhau. Có hệ số phân bố K như sau. 
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Hệ số K = Cẹp - Nồng độ của một cấu phần trong một đơn vị thể tích pha tĩnh 
Cụ ị 


P Nồng độ của một cấu phẩn trong một đơn vị thể tích pha động 


ST Pha động- Áp suất hơi 
Một cấu phần “— . _ 
(phân bố vào pha độn : | | 
hoặc pha tĩnh tùy vo TC - ¬ 
hệ số K và nhiệt độ) > {Pha nh - Ái lực đối với pha tĩnh 


Trong sắc ký khí, tỉ lệ phân bố của mỗi cấu phần của hỗn hợp vào hai 
pha động và tĩnh tuỳ thuộc vào áp suất hơi của cấu phần đó, vào tính chất 
nhiệt động học chung của toàn thể cấu phần có trong mẫu khảo sát và vào ái 
_ lực (khả năng hòa tan) của mỗi cấu phần đối với pha tĩnh. Sự cân bằng này 
tùy thuộc vào nhiệt độ vì thế, cột chứa pha tĩnh cân phải được điều chỉnh sao 
cho thật đúng và chuẩn xác. 








Phương trình Clausius Clapeyron mô tả mối liên quan giữa áp suất hơi 
P` và nhiệt độ của cột sắc ký 
: Nhiệt mol bốc hơi của cấu tử 
: Nhiệt độ của cột sắc ký 


: Hằng số khí 
: Hằng số 





Một cấu phần nào đó bị lưu giữ lâu trong cột sĩ : ký, nghĩa là thể tích 
lưu lại trong cột của nó (specific retention volume) sẽ thay đổi theo nhiệt độ. 

Thời gian lưu tương đối của một cấu phân sẽ giảm khi gia tăng nhiệt độ 
của pha tĩnh và các cấu tử của hỗn hợp sẽ được giải ly ra khỏi cột với thời 
gian lưu gần sát nhau (Hình 2). _ 

1.3. Độ nhân giải fạ (Resolution) 

Một sắc ký đồ lý tưởng đạt được khi tất cả các chất phân tích trong hỗn 
hợp mẫu được tách rời riêng biệt với độ phân giải cao, trong một khoảng thời 
gian tối thiểu. Độ phân giải tùy thuộc vào đặc trưng của các cấu phần, hiệu 
năng tách của cột. 


Một sắc ký đồ với các chỉ tiết đặc trưng được trình bày trong hình 3. 
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mm————_ __ TỐ CC ĐC NT NHj 








hc 

SU/NA : 

: "hp 

| i W 

_ h0,5~-~-- , 

h —\--~ ho,s 
| 1Ÿ tạp  -. 
t; LM Lnp ty 
_ VM VRbp ' 
RA ÙRC ~> Thời gian lưu 
'“——tc———— Vị ; 
RA VRaA RC—*>-Thể tích 


Hình 3: Dữ liệu và các ký hiệu trên sắc ký đổ của ba hợp chất A, B và C 
+ thời gian chết (dead time, thời gian để pha động đi ngang qua cột). 
: thể tích chết (dead volume, thể tích pha động trong cột). 


Ẩ thời gian lưu trong cột của hợp chất A tính từ lúc chích mẫu (thời gian hợp chất 
Á đi ngang qua rồi ra khỏi cột). : 


Ra: thời gian lưu đã được hiệu chỉnh của hợp chất A (corrected retention time). 
Ra: thể tích pha động cân thiết để giải ly hợp chất A ra khỏi cột (retention volume). 


"RA: thỂ tích lưu giữ đã được hiệu chỉnh của hợp chất A (corrected retention 
Volume). KP 1 ẻ 


+: điện tích mũi của hợp chất A. 


¡Chiều cao của mũi của hợp chất A (peak height). hạ s: chiều cao của 1⁄2 mũi 
(peak half height). 


u: chiều cao của 10% mũi (10% peak height). | 
p: chiều ngang của mũi tại đáy (width at the base of a peak). 
n: Chiều ngang của mũi tại 1⁄2 chiều cao (width of the peak at half height). 

- Một sắc ký đồ được xem là phân giải tốt khi các tín hiệu mũi ở gần bên 
lau tách rời nhau ra, nghĩa là tín hiệu đường nền (base line) của các mũi 
\y tách rời ra. " 
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Độ phân giải Rs được định nghĩa căn cứ vào chiều ngang của mũi tại ! 
chiều cao của mũi, với các công thức sau 








2 Wp 





(Wfp+ W) 


Theo như công thức nêu trên, để đạt được việc tách mũi tốt, khoản 
thời gian lưu A/ của hai mũi Hiển kể phải nhỏ hơn bề ngang của mũi tại ! 
chiều cao của mũi. 


Cũng có thể tính độ phân giải theo chiều cao của 10% mũi, với côn 
thức sau. 


h. + h — h 
hy € 01223) &<01h Re # 0.1(-j—) 


Độ phân giải &s là một hàm biến đổi theo các đặc trưng của các cã 
phần trong hỗn hợp phân tích, hiệu năng tách của cột.. Những việc này đượ 
thể hiện bằng hệ số lưu giữ K của cột hệ số khả năng) và hiệu năng tách củ 
cột, N. 

N còn được gọi là số mâm lý thuyết có trong cột. Khái niệm này có 

_ nghĩa tương tự như các mâm trong một cột chưng cất phân đoạn một hỗn hợ 
chất lỏng. Cột sắc ký được xem như được tạo thành bởi những thể tích bằn 
nhau được đặt sát bên nhau, gọi là mâm lý thuyết. 


Trong thực nghiệm, một cột sắc ký có hiệu quả tách cao khi có W nhị 
H nhỏ, Ñ lớn và s > 1.2 






Kạ; hệ số lưu giữ của hợp chất A 
=———— œ: hệ số tách 
























" #ttpv 
k ÍM L : chiều dài của cột 
ữ = D H: chiều cao tương đương với : 
| A : x—. một mâm lý thuyết 
"ng FR _ —_ Ñ: hiệu năng tách của cột 
N= lổ || .z14,4 1< N 
H b h W¿y chiều ngang của mũi tại đáy 





ã _ ạ: SẮC KÝ KHÍ 
Chất! Chất2 


chích mẫu 
vào 
‡ 


— H Á. Minh hoạ các sắc ký đổ: độ phân giải càng cao khi giá trị càng nhỏ và Ñ càng lớn 
- a›@ÁC BỘ PHẬN CỦA MÁY SẮC KÝ KHÍ 


“7” tình 1 mô tả tổng quát các bộ phận của một máy sắc ký khí. 


SHNb: .. 






¿.1. Khí mang (carrier gas) 


Khí mang còn được gọi là khí vectơ. Trong sắc ký khí, khí mang đóng: 
vai trò là pha động để vận chuyển các thành phần của mẫu phân tích xuyên 
ngang cột sắc ký, đến bộ phận phát hiện tín hiệu: 

Việc lựa chọn khí mang giữ một vai trò quan trọng trong việc tách hỗn 
_ 3gp mẫu chất cũng như để cho bộ phận ghi nhận tín hiệu có thể hoạt động 
- riệu quả. Khí mang phải có tính trơ: không tác dụng với nguyên liệu nhôi cột 
sắc ký cũng như với mẫu phân tích. Khí mang như hydrogen, helium giúp 
- ách mẫu tốt hơn là các loại khí có trọng lượng phân tử lớn hơn, thí dụ như 
1itrogen, đioxide carbon, argon. | 


Bảng 2 cho biết độ nhớt và độ dẫn nhiệt của một số khí mang. 
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——————————__—____n__ỐỄỂỂ CS 
Bảng 2: Độ nhớt và độ dẫn nhiệt của một số khí thường được sử dụng 


làm khí mang. 
LẠC: Trọng lượng g* nh Độ dẫn nhiệt 
= tử . (cal.sem, ra cm ')x 10 

Các tạp chất trong khí mang như không khí, hơi nước, vết các loại khí - 
hydrocarbon có thể tác dụng với mẫu chất, làm hư hại cột sắc ký; làm ảnh - 
hưởng đến bộ phận phát hiện tín hiệu... Thí dụ, nước thường được giữ lại trong 
cột lâu hơn so với các hợp chất khác và được giải ly ra khỏi cột thành một 
mũi tròn bầu, thấp, làm ảnh hưởng đến mức zero của đường nền (base line 
ZerO). 















Khí mang được cung cấp bởi một bình khí áp suất cao, lên đến 3000 psi 
(20,7MPa). Khí mang phải có độ tỉnh khiết 99,999%. Khi mở bình, khí bay 
ra, đi ngang qua một bộ phận điều chỉnh lưu lượng, đó là đồng hồ đo áp suất. 
Cần nên cho khí mang đi ngang qua hệ thống phòng bị để loại bỏ các tạp 
chất. Hệ thống gồm một chuỗi các bình có chứa các hạt rây phân tử 
(molecular sieve) 5À để giữ nước; than hoạt tính để giữ hydrocarbon; silica 
gel để giúp pha động không còn chứa oxygen. 


Trong thực nghiệm, thường sử dụng khí mang nitrogen cho cột nhôi 
PLOT (packed column) và helium hoặc hydrogen cho cột vi quản WCOIT. 


Khí nitrogen thường được sử dụng với cột nhổi, với tốc độ dòng khí 
30—50 ml/phút. 
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3⁄8, Bộ phận đưa mẫu vào máy 


| sài _ Bộ phận đưa mẫu vào máy là nơi mà mẫu từ bên ngoài được đưa vào 
Đến trong máy sắc ký. Bộ phận này gồm ống bằng thủy tỉnh hbäc thép không 
_ #, một đầu ống nối vào bên trong máy sắc ký, còn đâu kia tiếp xúc với bên 
đẸbài, đầu này có gắn một nút ngăn bằng cao su silicon đây 2,3-3,2 mm 
(septum). Nút ngăn bằng cao su sau vài lần bị kiêm tiêm xuyên qua, bị thủng 
_ lố không bịt kín ống được nữa, sẽ dễ dàng được thay thế. Ông này còn có 
rệt nhánh ngang để dẫn khí mang vào máy. Các ống được đặt trong một lò 
nung. "¬ 
Mẫu được đưa vào bên trong máy nhờ một kim tiêm loại nhỏ, thể tích 
1—10 kÌ, chích xuyên thủng qua nút ngăn, để đưa một lượng rất nhỏ (0,1—3 
_ HŨ dung địch mẫu vào bên trong ống. Nhờ lò nung, mẫu nhanh chóng hoá 

thành hơi và theo dòng khí mang đi vào cột sắc ký. 


”= ĂẰ- mm “m — “ÑẰ 


“ả Ằ Ằ { BÍ mƒỉm ỐẮẰẽ Ằ 


Kim tiêm 
chích mẫu 
vào máy 


Mẫu hoá hơi 








. h " 
Nút ngăn lên | | Xin 


(septum) 


Hình 5: Mô tả bộ phận đưa mẫu vào máy sắc ký khí 


..... Bảng 3: Lượng thể tích mẫu chích vào máy cho từng loại cột sắc ký 


Đường kính cột sắc ký Lượng thể tích tối đa cho một lần chích mẫu | 

vào máy (uL) 

` | Như 

1⁄4 mn(cộtnhổ) _100 | 

1⁄8 in (cột nhồi) | 20 — 

_ “—— mi 
0,2-0,3 mm (Cột mao quản) | 0,Í 
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_ Khi đưa mẫu vào trong máy, một lượng mẫu 0,1~3 HÌ tuy thấy thật nhỏ 
nhưng khi hoá hơi thì trở nên lớn, vượt quá mức chứa đựng (overload) của cột 
sắc ký nên khiến cho toàn thể mẫu không thể đi vào cột cùng một lượt, mà 
phải trãi qua một thời gian. Vì lý do đó, tại bộ phận này có gắn thêm một 
thiết bị để chỉ cho phép một lượng nhỏ mẫu (# 1%) đi vào cột sắc ký, còn 
phần lớn (99%) lượng mẫu sẽ được loại ra khỏi máy. 


Bảng 3 cho biết lượng thể tích mẫu chích vào máy thay đổi tùy loại cột 
sắc ký. Có hai loại bộ phận đưa mẫu vào máy: có thể đưa mẫu vào máy ở thể 
khí hoặc dạng lỏng (mẫu rắn hoặc lỏng được pha thành dung dịch). 


Dung môi dùng để pha mẫu phải đạt các yêu câu sau. 


_ - Không phản ứng hoá học với mẫu phân tích và nguyên liệu làm pha 
nh. | 
- Phải hoà tan mẫu hòan toàn. 
- Dung môi phải có thời gian lưu khác với mẫu phân tích. 
Phải điều chỉnh để bộ phận chích mẫu có nhiệt độ 20-30°C cao hơn. 
nhiệt độ sôi của hợp chất kém bay hơi nhất trong hỗn hợp mẫu phân tích và 
có nhiệt độ 20-50°C cao hơn cột sắc ký. 


2.3. Cột sắc ký khí "¬ 

Khác với các cột sắc ký của các kỹ thuật khác, cột sắc ký khí đặc 
biệt rất dài. Loại cột nhồi pha tĩnh thường có đường kính trong 2-6mm và 
đài 1~3 mét; loại cột mao quản thường có đường kính trong 0,2-0,7mm và 
dài 10-100 mét. Cột dài được cuộn thành các khoanh tròn có đường kính 
10-20 cm. Hai đầu cột được thiết kế thành mối nối để một đâu cột dễ 
đàng nối với bộ phận chích mẫu và đầu kia của cột nối vào bộ phận phát 
hiện tín hiệu mà không có khoảng thể tích chết. 

Loại cột nhồi thường được lành bằng thủy tỉnh (Pyrex) hoặc thép không 
gÌ w 
Cột được đặt trong một lò nung nhỏ. Nhiệt độ lò nung thường ở khoảng 
30-1509, khi cần có thể nâng nhiệt độ cao hơn. 
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Áp suất hơi cũng như độ hòa tan của các hợp chất trong mẫu phân tích 


_ thay đổi theo nhiệt độ vì thế cần phải kiểm soát chính xác nhiệt độ để có thể 
đục kết quả phân tích tốt.. 





G 
© 
s 
% 
6S 
z 
m- "MEE7Mrnanersi L1 Í 
_ na Nhiệt độ (©C) _ " | Độ hòa tan (g/ 100mL) 


Giản đồ cho thấy áp suất hơi hoặc độ hòa tan của một hợp chất thay 
| đổi theo nhiệt độ 






sệ „c 'Có thể thực hiện sắc ký với chương trình đẳng nhiệt (isothermail) hoặc 

Ifig trình nhiệt độ (programmed temperature). Máy sắc ký có trang bị hệ 

_ E máy tính để kỹ thuật viên có thể ra lệnh phân tích mẫu với chương 
trình mong muốn. 


_ Minh hoạ một chương trình nhiệt độ 
_ để phân tích sắc ký khí. 

Nhiệt độ được cho nâng từ 40 độ đến 
__ 100 độ ở vận tốc 5 độ/ phút 


Nhiệt độ (°C) 





E290. 
2 4 6 8 1012 14 l6 18 


| 24. Bộ phận phát hiện tín hiệu (detector) 
Mục đích của bộ phận phát hiện tín hiệu, còn được gọi là đầu dò, là để 


theo dõi khi có một khí, khác với khí mang, được giải ly ra khỏi cột sắc ký. 
_ C6 nhiều loại đâu đò với công năng khác nhau. 


. Đầu dò được nối với máy tính cho thấy các tín hiệu xuất hiện trên màn 
hình, thợ tính được nối với máy in đểi in ra Sắc ký đồ. 
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¬—————— =1 —— 
3. NGUYÊN LIỆU LÀM PHA TĨNH TRONG SẮC KÝ KHÍ 


Quá trình tách chất Xảy ra trong cột sắc ký, liên quan đến việc đạt sự 
cân bằng giữa pha động và pha tĩnh (hệ số phân bố) của hợp chất cần phân 
tích. Hệ số phân bố, nguyên do của việc hợp chất phân tích bị chậm trễ 
(retardation) ra khỏi cột sắc ký, lệ thuộc vào áp suất hơi của mỗi hợp chất 
phân tích cũng như tính chất của cả hỗn hợp mẫu. Áp suất hơi của mỗi hợp 
chất phân tích lại lệ thuộc vào nhiệt độ. 


Cột sắc ký chứa pha nh. Cột được cấu tạo theo một trong các loại sau: 
cột nhồi (packed column) và cột mao quản ống hở (open-tubular capillary 
column), với mô tả minh hoạ như hình 6. 





Một cột sắc ký | Mặt cất ngang 


t cắt ngan, „ 
một cột nhối Mặt cắt ngàng một cột 


mao quản-ống hở 


Hình 6: Minh họa mặt cắt ngang cột nhồi (packed c0luin) và cột mao quản ống hở 
(0nen-tubular capillary e0lumn) 


3.1. Loại cột nhồi trong sắc ký khí-lỏng 


Cột nhồi là một ống trụ rỗng làm bằng kim loại hoặc bằng thủy tĩnh, 
dài 2-4 mét, đường kính bên ngoài 3,17-6,35 mm. Phần ruột của cột được 
nhồi bằng nguyên liệu dùng để làm pha tĩnh, là những hạt hấp thu hoặc được 
nhối bằng những hạt, mặt ngoài của hạt này được phủ bởi một lớp pha tĩnh. 
Các hạt thường có kích thước 60-80 mesh (0,20-0,25 mm) hoặc 80-100 mesh 
(0,15-0,20 mm). 


Một cột nhồi được xem là tốt khi cột có 1.000-2.000 mâm (plates)/mét, 
vì thế một cột nhồi thường có giá trị trong khoảng 2.000—10.000 mâm. So 
sánh với loại cột mao quản hở có 2.000-5.000 mâm/mét, một cột mao quản 
thường có giá trị > 100.000 mâm lý thuyết. 
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°.. Do cột được nén chặt nên một cột càng dài thì khí mang càng phải được 


tăng áp suất mới có thể đi xuyên ngang qua cột. Vì nhược điểm này, cột nhôi 
ngày càng ít được sử dụng. 


Chất mang để nhôi cột (support) Trong sắc ký khí, pha tĩnh là pha tĩnh 
lỏng. Đó là một loại chất lông được cho hấp thu lên trên bê mặt của một chất 
nên rắn (solid substrate) còn được gợi là chất mang. 


Nguyên liệu dùng làm chất mang phải có tính trơ và được nghiền thành 
bột mịn. Hạt mịn này phải có kích cỡ 125-250 hm để tạo thành vật liệu có 
kích thước 60-100 mesh (0,15-0,25 mm). Có nhiều loại nguyên liệu đã được 
sử dụng để làm chất mang nhồi cột nhưng chỉ một số ít nguyên liệu là phù 
hợp nhất: đất diatomit (Kieselguhr) và Teflon. 


Đất điatomit là phần khung sườn silica còn lại của loại tảo đã bị mục 
nát phân rã, được tinh chế bởi nhà sản xuất John Manville, với tên thương 
mại là Chromosorb. Có nhiều loại sản phẩm Chromosorb tuỳ theo cách xử lý 
khác nhau để cho sản phẩm mang tính chất khác nhau như: Chromosorb P, 
Chromosorb W, Chromosorb 101-104. 


Bề mặt của nguyên liệu diatomit có thể còn lẫn các khoáng tạp bẩn, 
các hợp chất khi đi ngang qua cột sẽ bị phân hủy bởi nhiệt độ. Các nhóm 
chức silanol (Si-OH) ở bề mặt nguyên liệu sẽ tạo nối hydrogen với các hợp 
chất phân cực, gây nên hiện tượng là các hợp chất phân cực cho mũi tín hiệu 
kéo dài. Để tránh việc này, nguyên liệu đất diatomit được xử lý bằng cách 
cho tác dụng với acid clorhydric để loại bổ các khoáng tạp, tiếp theo được 
silan hoá bằng cách cho tác dụng với dimetyldiclorosilan (DMDCS)/metanol 
hoặc với hexametyldisilylazan (HMDS) nhằm khoá nhóm S¡-OH. 


SI-OH + ClạSiMe;——> —S¡i-O-Si(C)Me; MeOl —Si.O-SMe; + HƠI 


-Si-OH _Si-o 

O +CsSMes,—>  oò s¡cMS 
vế =..-.. .” 
Š'ˆOH S§i-O Mẹ 


Z“—S-OH +Me;Si-N=N-SIMecạ ——> —Si-O-SiMey + N; 
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| Các nhà sản xuất chọn các loại nguyên liệu như sau : 
2) Nguyên liệu điatomit màu hồng, lấy từ loại đất làm gạch xây tường, 
được nghiền nhỏ. Đây là nguyên liệu để nhồi cột Chromosorb P., Nguyên liệu 
này có diện tích bỀ mặt (surface area) cao 4.0 m'/g; có thể nhồi nhiều vào cột 
lên đến 35% (w/w). Cột này đặc biệt thích hợp để phân tích các alcan; muốn 
sử dụng cột để phân tích các hợp chất phân cực, phải làm giảm hoạt bằng 
cách silan hoá. | 
b) Nguyên liệu diatomit màu trắng, chế tạo từ đất điatomit, nghiền 
nhuyễn, ép lại và nung lên 900°C. Đây là nguyên liệu để nhôi cột 
Chromosorb W. Nguyên liệu này có diện tích bể mặt thấp 1,0 m”/g; nhôi vào 
cột được ít, 5% (w/w); phù hợp để phân tích các hợp chất phân cực. 
c) Chromosorb T là nguyên liệu làm từ polytetrafluoroetylen (PTFE). 
Nó có tính trơ, ky nước, nên phù hợp để phân tích các hợp chất có trọng lượng 
phân tử nhỏ như: nước, acid hữu cơ, phenol, amin, khí có tính acid (HF, HC], 
SỐ», NO,...). 
Chromosorb T có thể sử dụng để tẩm các pha tĩnh như polyctylen 
8lycol, Apiezon, hoặc một loại dầu fluorocarbon (như Kel-F, Fluoropak-80) 
nhưng sẽ rất khó nhồi cột. 


Bảng 4: Một số pha tĩnh phổ biến, tên viết tắt, cấu trúc hóa học, phân 


loại sử dụng. 
Tên thương Cấu trúc hóa học Chỉ số 
mại của pha fĩnh McREYNOLD 
DEGS Poly(dietylenglycol succinat) 
(rất phần cực) 
HO-(CH;-CH;-O)n-H 30-150 517 
mà : .Ã 
FFAP (Free fatty acid phase) 50-250 509 ï 
_ Carbowax kết hợp acid terephtalic 

Carbowax |_- | | ' 

40-220 _ 462 






Nhiệt độ chịu 
được (°C) 
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243 


OS 124 Polyphenyl eter, TricresyÌ phosphat 0-210 


Dexsil 410 Carboran cyanoetyÌ metyÌ silicon 


30% Phenyl metyl silicon 


CH; Fh Hạc với 
¬ £o-bco ki 0-3580 (khá phân cực) 
CHỊ Ph CHịn 


| 14% CyanopropyÌ metyÌ silicon 
CH: 
$GhbsoLộC0————Ƒ¬senb 0-250 
CHạ-CHz-CH;-C=SN] n 


1 
S 





159 
20% Phenyl metyl silicon 0-350 ng 
Dosil40 | 
Douil30 50-590 
0V. 0-350 
s0-300 


50-300 













1% vinyl, 5% phenyl dimetyl silieon 






Gôm: 100% dimetyl] silicon 


CHỊ CH; 
»ị O-ôi-O0 
CHy CHạ ¿/n 


OV-I0I; 
SE-30 


43 


(Không phân cực) 


Nhìn 





Chất bôi trơn: alcan phân nhánh, 
m.p.43°C_ 


"¿2 
CHạ- CH- CH- CHsạ ñ 


. 2,6,10,15,19,23-Hexametyltetracosan 20-120 mx 


Chất lỏng tâm lên chất mang để làm pha fĩnh lỏng 

Trong sắc ký khí, sự tương tác giữa các thành phần của hỗn hợp mẫu 
với pha tĩnh lỏng đóng một vai trò quan trọng trong quá trình tách mẫu chất, 
nên nguồn gốc của pha tĩnh rất quan trọng. | 


Apiezon L 30-280 21 


(Không phân cực) 





Các nguyên liệu trình bày ở phần trên được sử dụng làm chất mang. 
Muốn có pha tĩnh lỏng, nhà sản xuất tẩm một loại chất lỏng lên trên bể mặt ` 
của chất mang đó. ˆ 
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——— Chất lỏng lựa chọn phải ổn định, bên nhiệt, trơ, không bay hơi trong 
một khoảng nhiệt độ sử dụng để phân tích mẫu. Có hàng trăm loại chất lỏng 
khác nhau đã được thử nghiệm để làm pha fnh nhưng chỉ có một số ít các 
chất lỏng nói trên là phù hợp. 


Các loại chất lỏng để làm pha tĩnh thường được nhà sản xuất ghi kèm 
theo cột, dưới một tên ký hiệu thương mại, vì thế các nhà phân tích:sử dụng 
máy sắc ký khí có ít thông tin về thành phần cấu tạo của pha tĩnh. 


Các nhà sản xuất có bán các cột đã được nhôi sẵn pha tĩnh hoặc bán các 
loại pha tĩnh để các nhà phân tích tự nhồi cột lấy. Muốn tự nhồi cột, cân sẵn 
một lượng chất mang đủ nhồi cho cột với kích thước đã định trước, cân sẵn 
một lượng chất lỏng dùng để làm pha tĩnh lỏng, với tỉ lệ w/w nong muốn. 


Với một bình cầu, cho chất lỏng pha tĩnh vào và cho thêm một loại 
dung môi khan (aceton, €tyl acetat, metanol...) vào để hoà tan hoàn toàn chất 
lỏng pha tĩnh; tiếp theo, cho hết lượng chất mang rắn cần thiết vào bình cầu. 
Hỗn hợp trong bình cầu được cô quay chân không cho đến khô, khi đó chất 
lỏng đã tẩm phủ hoàn toàn lên bề mặt của các hạt chất mang. | 


Trước khi nhôi cột, cần phải cuộn tròn cột để có cấu hình thích hợp, có 
thể đặt vừa vặn vào lò. Để nhi cột: một đầu cột được chẹn lại bằng bông 
thủy tỉnh đã được silan hoá, và đầu này được nối với một máy bơm hút chân 
không. Cột được dựng sao cho các khoanh tròn nằm ngang, và rót chất mang 
rắn đã được tẩm vào cột nhờ một phếu thủy tinh. Trong khi nhồi, vừa khỏ nhẹ 
vào thành cột vừa cho máy bơm hút hoạt động giúp nén chặt, không có thể 
tích trống trong cột. ¡ 


Bảng 4 cho biết các pha tĩnh thông dụng, tên thương mại viết tất, cấu 
trúc hóa học, phân loại sử dụng (nói về tính chất phân cực). 


Trong bằng 4 chỉ số McREYNOLD cho biết độ phân cực của các pha 
nh. Độ phân cực của các pha nh đã được tác giả McREYNOLD sắp xếp 
theo thứ tự từ không phân cực đến phân cực, dựa vào mức độ lưu giữ của pha 
nh đối với một số hợp chất dùng làm chuẩn. Pha fnh có chỉ số 
McREYNOLD càng nhỏ, càng kém phân cực. 
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3.2. Loại cột mao quản hở trong sắc ký khí-lỏng 


Cột mao quản hở cũng là một ống rất đài 10-100 m, có đường kính 
troug 0,1-0,7 mm. Ống rỗng ruột, thành mặt bên trong của ống được phủ bởi 
một lớp mỏng (chiều dây lớp mỏng 0, 2-0, 5 im) nguyên liệu dùng làm pha : 
nh. 

Ở giữa ống này, vẫn còn phân lõi trống nên dù ống rất dài (cả trăm 
mét) khí mang cũng có thể thối nhện ngang qua dễ dàng mà không cần phải 
tăng áp lực cho khí. 


Ống mao quần được cấu tạo bằng đồng, thép không gỉ hoặc bằng thủy 
tinh, nhưng ngày nay nguyên liệu thường làm bằng thủy tỉnh silica (vitreous 
sillca material). | | 

Loại nguyên liệu thủy tỉnh silica có nhiều ưu điểm vượt trội như: tính 
trơ, mềm dẽo dễ uốn nắn, chứa hàm lượng k kim loại thấp, chịu lực lớn, rất bền 
nhiệt. 


Silica này được chế tạo từ tỉnh thể thạch anh thiên nhiên được đun nóng 
chảy ở 1900°C dưới áp suất thấp. Nguyên liệu đạt độ tinh khiết SiO; # 100%, 
hàm lượng kim loại 10-100 ppm, chứa 0,1% nhóm hydroxyl. Các nhóm 
silanol này tạo nối với các nhóm chức khác cho loại pha tĩnh tạo nối (bonded 
_stationary phase). _ 


Kỹ thuật công nghệ lợi dụng các tính chất đặc trưng bể mặt của silica 
tỉnh khiết để cố định (immobilize) lên bề mặt đó một pha tĩnh, bằng cách với 
lần rửa cột đầu tiên, cho các nhóm silanol bể mặt tạo nối với polymer silicon. 


Muốn có lớp pha fĩnh dầy hơn, cho các nhóm chức hoạt động của lớp 
poÌlymer silicon đó (nhóm vinyl, hoặc các nhóm chức có sẵn) tạo mang ngang 
(cross-linking) với các hợp chất khác để tạo thành mạng ba chiều. Sự tạo 

mạng này được xúc tiến bằng cách chiếu tia UV xuyên bên trong ruột ống để 
thực hiện sự quang giải: silica tỉnh khiết sẽ trong suốt đối với tia UV. 


Sau cùng, mặt ngoài của cột còn được tráng phủ thêm một lớp Là Cau 
như polyimid để giúp cột được bển nhiệt, lên đến 350°C. 
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Bảng 5 trình bày một số loại cột mao quản với các tính chất khác nhau - 
của nhiều nhà sản xuất khác nhau. _ 


Bảng 5: Pha tĩnh cho cột mao quản hở. _ 


R Tiếp đầu ngữ X (Nhà sản xuất) 
Thành ống—$i—O— : BpŒ : SGE SPB ® : Supelco HPŒ) : Hewlett Packard 
R RtxŒ) : Restek CP-SILŒ: Chrompak 






















DBGŒ) :J@W 




































Kia," bại | Loại hợp chất có thể áp dụng 
lóc đio để phân tích 
cột nhôi cực 

Các dung môi, sản phẩm 
dầu mỏ, hợp chất hữu cơ 
bay hơi, polyhydrocarbon 
3% phenyl, : thơm, 
_ 95% metyl polyhydrocarbon thơm, tính 

đầu, thuốc uống. 

_- 14% cyanopropyl T 


66% metyl 
30% phenyl - 
30% metyl 


Trung bình |Thuốếc trừ sâu, alcol, 
Trung bình | Thuốc uống, chất hoá dẻo, 
té €ster, ceton, hợp chất hữu 
cơ có cÌor , 
X-210 30%metyl . : ceton, alcol, Freon 
Rất phân 
CỰC 















Dung môi, alcol, metyl 
©ster của acid béo, acid 
| béo, amin 








Polyetylen glycol 







3/4 








1 ¡ phút 
8B l2 l6 20 24 28 
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1: Etanol 

2: 2-Clorophenol 

3: 2-Nitrophenol 

4: 2,4-Dimetylphenol 

3: 2,4-Diclorophenol 

6: 4-Cloro-3-metylphenol 
7: 2,4,6-Triclorophenol 

§: 2,4-Dinitrophenol 

9: 4-Nitrophenol 

10: 2-Mety]-4,6-dinitrophenol 
11: Pentaclorophenol 


Hình 7: Sắc ký đổ một số hợp chất phønol phân tích bằng cột Rtx®-5. 
Cột dài 30m; đường kính trong 0,53mm, dẩy 1,5um, 40°€, 6°/phút đến 250°L 


1: C2:0 - Acid acetic 
2: C3:0 - Acid propionic 
3: C4:0 - Acid butiric 
.4: C5:0 - Acid valeric 
$5: Có6:0 - Acid caproic 
. 6: C7:0 - Acid enantic 
_7: C8:0 - Acid caprylhc 
8: C10:0 - Acid capnc 
-9: CI2:0 - Acid lauric 


† ‡ I Ta Y6 cự 
8 I2 16 20 ;a Phút 


_ 10:CH4:0 - Acid myristic 


11: C15:0 - Acid pentadecanoic 
12: C16:0 - Acid paÌlmitic 

13: C16:1 - Acid palmitoleïc 
14: C18:0 - Acid stearic 

15: C18:1 - Acid oleic 

16: C18:2 - Acid hnolic 

17: C18:3 - Acid linolenic 


Hình 8: Sắc ký đổ một số hợp chất acid béo tự đo phân tích bằng cột có lớp mỏng rất 


phân cực Stabilwax-DA. Cột dài 30m; đường kính trong 0,53mm, dầy 0,25um, 


100°G, 2 phút, đến 250°C, 8°0/phút, He. 
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Các nhà sản xuất cũng có loại cột WCOT thủ tính để tách hai chất đối 
phân của những hợp chất có trọng lượng phân tử nhỏ như ester, ceton, alcan, 
alcol... Một thí dụ về cột thủ tính với lớp mỏng pha tĩnh có tính phân cực trung 
bình gồm 35% phenyl, 65% metyl siloxan có điều chỉnh bằng cách gắn thêm 
œ hoặc B-cyclodextrin đã được permetyl hoá. 


3.3. Loại cột trong sắc ký khí-rắn (Gas-solid chromatography) 
Sắc ký khí-rắn là một kỹ thuật bổ sung của sắc ký khí. Sự tách chất dựa 
trên tính chất hấp thu trên bể mặt một chất rắn. Bể mặt rắn này là loại pha 


tính hoạt động nhiều hơn cũng như đặc trưng lưu giữ chất mạnh hơn loại pha 
tĩnh là một lớp mỏng chất lỏng. - 


CHƯƠNG 7 _ 
¬- Huy: 
K = .Cs _ _Lượng mẫu hấp thu trên bể mặt rắn 


CM Áp suất riêng phần trong pha động khí 


Sự tách các hợp chất phân tích bằng sắc ký khí-rắn được xác định bởi ái 
lực tương đối (relative affinity) của hợp chất phân tích đối với chất hấp thu, 
biểu diễn bằng hệ số phân bố K. | _ 

Sắc ký khí-rắn có hệ số phân bố Ấ, hệ số lưu giữ chất ¿ lớn hơn cột sắc 
ký khí-lỏng, nên kỹ thuật này có thể phân tích được các hợp chất có tính bay 
hơi mạnh, cột sắc ký khí-lỏng không thể phân tích được. Thí dụ, khí metan 
không bị giữ lại trong cột sắc ký khí-lồng loại cột nhôi hoặc cột mao quản, 
nhưng cột sắc ký khí-rắn với cột nhổi chất rây phân tử hoặc nhồi chất 
carbosieve có khả năng tách các loại khí của khí quyển với hydrocarbon 
Cị-Cạ. 


- Bảng 6: Tính chất và khả năng áp dụng của polymer vi lỗ rỗng của một 
vài nhà sản xuất. 





Diện tích bể Phân Áp dụng 


150-200 Không | Alcol. Gilycol. Ceton, 
_ Eser - 
.150-200_ | Không. xoài nhưng mũi ít kéo 
_ a1. 


Nhiều mục đích. Mẫu 
có nước. Hydrocarbon. 
Ester. Ceton. NO, 
Ester. Ceton, Aldehyd. 
Ester. HCI CÌ› từ nước 
Alcol thẳng hoặc phân 
nhánh 


Porapak Polymer 


¬ Styren DVB 
Q 







BỀ mặt của P 
được silan hoá 


DVB 
etylvinylbenzen 


DVB/4-vinyl-2- 400-500 Trung 

_| pyrolidone | bình 

| § DVB/4- 300-450 | lung 

| : - | bình 
vinylp ndn | 


DVB/etylen 250-350 


glycol 
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Hydrocarbon C;, C có 
giữ nhiều nước. CO», 
NH;. Nước 













dinetacrvlat 
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Aldehyd ngậm nhiều 
nước HCH=O trong 
nước. Acid .carboxylic. 
Ester 














T |Poymer cũylen| 2 50-350 
glycol | _ 
_ dimetacrylat 


Cưramam | 7 | — 
DVB/styren 300-350 Không Nhiều mục đích. Alcol. 
Glycol. Acid béo. Ester 


Hydrocarbon C;-Cs. 
Polystryren tạo 


Alcol 
mạng ngang 
104 





Rất phân 
cực 












Oxid nirogen. Khí 

sulur. CO;. Clorur 

vinyl 

+ ¡ Trung | Hợp chất thơm. Tỉnh 
bình | đầu 






Không Amn. Hợp chất có tính 
bas. Ester. ceton. 
ĐVB/acetonitril ấ 





105 — ÍPolythơm 





































Polystryren tạo 200-800 Cho hợp chất không 
mạng ngang phân cực. Hydrocarbon 
| _ ÍœG, 
| Ester acrylic tạo Phân cực Dung môi  Ester. 
| _ | mạng ngang Aldehyd. ceton 

TN cuc: S3 lời Cho hợp chất phân cực. 
mạng ngang _ 

| Teflon-6 | Nước. Amin. Aldehyd. 

+ (Polymer Không | Khí acid. SO;. HF. HCI. 

tetrafluoroetylen) Clorosilan. Acid 

carboxyÏic. ˆ] 


_ Các kỹ thuật vận hành cũng như máy móc thiết bị của sắc ký khí-rắn 
cũng tương tự như sắc,ký khí-lỏng, nhưng do có thể phân tích được cả các hợp 
chất khí nên máy có trang bị thêm một van để đưa mẫu khí cần phân tích vào 
cột. | : 
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Sắc ký khí-rắn sử dụng cột alumin, silica gel, rây phân tử (molecular 
sIeves), carbon và nguyên liệu polymer xốp rỗng. 


3.3.1. Chất hấp thu alumin 


Alumin được sử dụng nhiều trong sắc ký khí-rắn. Đó là nguyên liệu có 
tính phân cực cao và có diện tích bể mặt lớn 250m2/g. Alumin tương tác 
mạnh với các phân tử phân cực như nước, nhưng cũng có hoạt tính xúc tác, thí 
dụ biến đổi aceton thành alco] diaceton hoặc thực hiện sự khử nước. 

Trong sắc ký khí-rắn, hoạt tính của alumin đã được chỉnh đổi để phù 
hợp cho phân tích. Chất hấp thu 2% (w/w) NaCl tẫm trên alumin tách tốt các 
alcan và alcen Cạ-Cs. Alumin tẩm phủ bởi 10% Na;SOa, NaaMoO,, Al 
(SO¿); được sử dụng để tách các đồng phân cis-rzms, clorobenzen và 
diclorobenzen. 


3.3.2. Chất hấp thu silica gel 


Các hạt silica gel có những lỗ rỗng nhỏ được sử dụng để tách các hợp 
chất khí, tỉnh đầu... Tính chất bắt giữ chất của silica gel là nhờ vào sự hấp thu 
các các vi lỗ có đường kính 50-500 nm và các nhóm chức silanol. Khả năng 
bắt giữ tỉnh dầu sẽ giảm khi kích thước lỗ rỗng giảm và diện tích bề mặt tăng. 
Muốn làm giảm tính phân cực của silica Eel, nung nóng bằng hơi quá nhiệt 
lên 830°C trong 24 giờ, kích thước lỗ rỗng tăng lên 1000 nm và các nhóm 
silanol bị silan hóa; hoặc ester hoá các nhóm silanol này bằng etanol hoặc 
metanol. | 


Porasil là nguyên liệu bán sắn làm bằng silica geÌ với kích thước lỗ 
rồng 150 nm, diện tích bể mặt 185m”/g (Porasil B), và kích thước lỗ rỗng 300 
nm, điện tích bể mặt 100m?/g (Porasil C). 

Nhân hiệu Durapak là Porasil đã được chỉnh đổi một số tính chất. 

3.3.3. Chất hấp thu rây phân tử (molecular sieve) 

Rây phân tử là zeolit tổng hợp; là các tỉnh thể aluminosilicat khan, thí 
dụ Zeolit A có công thức là Nay; [(AIO,)z(SiO¿)¡2]. Z7 HạO. Có nhiều loại rây 
phân tử với đường ống có đường kính cỡ lỗ thay đổi trong khoảng 0,3 đến 10 
nm. Zeolit A có ống với đường kính 0,40 nm. Zeolit X ống với đường kính 
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0,74 nm (tức 7,4 anstrong). 


- Các loại rây phân tử có thể hữu dụng với từng loại chất với kích thước 
phân tử xác định. Thí dụ kích thước của các phân tử H; là 0,24 nm; của khí 
carbonic (0,28 nm); amoniac (0,36 nm); cyclohexan (0,61 nm) và cloroform 
(0,69 nm). Để hút ẩm các loại dung môi hữu cơ, sử dụng hạt zeolit có đường 
ống với đường kính lỗ 0,30-0,40 nm. Loại rây phân tử với kích cỡ lỗ rỗng 
0,40 nm sẽ làm cho các phân tử nước chui vào trong tinh thể trong khi đó các 
phân tử ctanol vẫn nằm bên ngoài. Rây phân tử rất hữu dụng để làm khan các 
dung môi hữu cơ có tính phân cực mạnh. Giữa hai loại phân tử có cùng kích 
thước, rây phân tử hấp thu nhiều đối với phân tử nào có tính phân cực mạnh 
hơn. | 

Do tính chất hấp thu chọn lọc, rây phân tử được sử dụng trong sắc ký 
khí để tách các loại khí thường xuyên có trong khí mang, mặc dù dioxid 
_ carbon, giống như nước, sẽ bị hấp thu không thuận nghịch ở nhiệt độ phòng. 


Một số thí dụ: Loại rây phân tử 5Ä có thể tách hydrogen, nirogen, 
oxygen ở nhiệt độ 100°C. Argon được tách khỏi oxygen bởi một cột 1m Ở 
-78°C hoặc bởi một cột dài 5 m, ở 30°C. Rây phân tử 4Ä hấp thu etan (đường 
kính 0,4 nm) mà không hấp thu butan (0,5 nm). Rây phân tử 5Ä hấp thu butan 
và alcan không phân nhánh mà không hấp thu các hợp chất phân nhánh hoặc 
benzen (0,63 nm). Benzen chỉ bị hấp thu bởi rây phân tử 10X và 155. 


3.3.4. Chất hấp thu polymer vi lỗ rỗng (Microporous polymer) 


Sự trùng hợp divinylbenzen (DVB) với stryren hoặc các loại monomer 
khác như acrylonitril, etylen glycol dimetacrylat.. tạo nên các polymer có lỗ - 
rỗng siêu nhỏ. Sự lưu giữ chất phân tích nhờ vào sự kết hợp đồng thời hai 
hiện tượng: sự hấp thu trên bê mặt và sự phân bố (partition) do sự tương tác 
với polymer như là “pha tĩnh rắn”.  - _ 


Tùy vào hàm lượng của DVB trong polymer, có loại hấp thu có diện 
tích bể mặt 50-500m”/g, kích thước lỗ 10-300 nm. Chất hấp thu loại này có 
tính không phân cực, ky nước; các chất phân cực khó hấp thu lên nó vì vậy 
các hợp chất như nước, amin, glycol, các hợp chất có nối hydrogen sẽ nhanh 
chóng bị giải ly ra khổi cột. - - | 
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Giống như phần lớn các chất hấp thu dùng cho sắc ký khí-rắn, chất hấp 
thu polymcr ví lỗ rỗng chỉ được sử dụng để phân tích các hợp chất có trọng 
lượng phân tử tương đối nhỏ và có nhiệt độ sôi < 250°C. Sự tách chất được 
thực hiện ở khoảng nhiệt độ 50-100°C, cao hơn so với khi thực hiện với loại 
cột nhồi sắc ký khí cổ điển. Các hợp chất có trọng lượng phân tử lớn hơn có 
thể hoặc bị bắt giữ đính luôn hoặc di chuyển ra khỏi cột chậm hơn nên sắc ký 
đồ cho thấy vệt kéo dài ở đoạn cuối. 





Bảng 6 trình bày tính chất và khả năng áp dụng của polymer vi lỗ rỗng 
của một vài nhà sản xuất. 
4. CÁC LOẠI ĐẦU DÒ TRONG MÁY SẮC KÝ KHÍ 

Mục đích của đầu dò là để theo đõi khí mang lúc nó đi ra khỏi cột sắc 
ký và đầu dò sẽ ghi nhận thành một tín hiệu tương ứng khi có sự thay đổi 
trong thành phần hoá học của khí mang. Toàn thể các tín hiệu được gọi là sắc 
ký đồ. Sắc ký đô (chromatogram) là biểu đổ ghi nhận các tín hiệu xuất hiện 
theo thời gian, các tín hiệu có cường độ tương ứng với nông độ của mỗi hợp 
chất có trong khí mang. : 

Có nhiễu loại đầu đò dùng cho sắc ký khí. 


X Đầu dò dẫn nhiệt (hermal conductivity detector, 'TCD) 
(katherometer) 


*% Đầu dò ion hóa ngọn lửa (flame ionization đetector, FID) 
*% Đầu dò bắt điện tử (electron Capture detector, ECD) 
% Đầu dò nitrogen-phosphor (nitrogen-phosphorous detector, NPD) 
% Đầu dò trắc qua ng ngọn lửa (flame photometric detector, FPD) 
% Đầu dò quang ion hoá (photoionisation detector, PID) 
Đầu dò phức hợp (miscellaneous detector). 
4.1. Đầu dò dẫn nhiệt (thermai conductivity detector, TCD) 
BỘ phận căn bản của đầu dò dẫn nhiệt là sợi dây tóc đèn bằng bạch 


-_ kim, tungsten hoặc hỗn hợp tungsten với rhenium, là một bộ phận nhạy cẩm 
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với nhiệt độ. Nguyên tắc căn bản của đầu đò dẫn nhiệt là khi các chất khí đi 
ra khỏi cột sắc ký sẽ có độ đẫn nhiệt khác với khí mang, thường là khí 
helium. | : 

Sợi tóc đèn được đặt trong ống tại đầu ra của cột sắc ký khí. Sợi tóc này 
bị nung nóng bởi một dòng điện có cường độ không đổi đi ngang qua (vài mA 
_ đến 200 hoặc 300 mA). Sợi tóc bị làm lạnh bởi dòng khí helium và đạt một 
nhiệt độ cân bằng. 


Khi một hợp chất phân tích được giải ly ra khỏi cột sắc ký khí (chất này 
đi theo dòng khí mang), do độ dẫn nhiệt của các khí này khác với độ dẫn 
nhiệt của helium nên sợi tóc đèn bị làm nguội ở nhiệt độ khác. Sự thay đổi 
trong quá trình làm nguội, nghĩa là có hiện tượng nhiệt độ thay đối, khiến cho 
điện trở của sợi tóc đèn thay đổi, điện áp giảm, tạo ra một mũi tín hiệu 
(a peak) được phi lên sắc ký đồ. - 


Trong hệ thống đầu đò còn có một sợi tóc thứ nhì nằm trong một ống 
khác và chỉ có khí helium tỉnh khiết thối qua ống này. Cả hai sợi tóc đều là 
thành phần của một cầu Wheatstone (như trình bày trong hình 9), nên có thể 
sO sánh sự khác nhau giữa hai điện trở và một điện áp được phi nhận bởi hệ 
thống ghi nhận tín hiệu. 

Toàn bộ hệ thống được đặt trong một hộp kim loại, cách nhiệt hoàn 
toàn. 


Khí mang chứa chất : 
giải ly ra khỏi cột, Sợi tóc đèn 
và đi vào ống có sợi tóc (À 





ILhR NHộp 

Nguồ ) đầu 

điện sử 

một 

chiếu” ⁄ _ 
_6-24V Tínhiệu ^,_— „ 


xế : Mô tả mặt cắt ngang bộ 
Bộ phận khuyếch phận chứa hai sợi tóc đèn 
đại tín hiệu 


Hình 9: §ơ đồ đơn giản mô tả đầu dò dẫn nhiệt 


381 


CHƯƠNG 7 _ | 

Hình 10 là sắc ký đỗ phân tích các loại khí thông dụng sử dụng cột nhồi 
chất hấp thu rây phân tử (Rt-MsieveTM 13%), Hydrogen có độ dẫn nhiệt lớn 
hơn helium (bảng 2) vì vậy nó cho tín hiệu là một mũi âm trên sắc ký đồ. 


Uu điểm 

% Đầu dò dẫn nhiệt có thể phát hiện tất cả các loại hợp chất vô cơ và 
hữu cơ, x | _ 

% Không làm hư hại mẫu khi mẫu đi ngang qua bộ phận đầu dò nên 


thích hợp cho loại sắc ký khí sử dụng cột điều chế (preparative GC) vì thế nó 
rất thông dụng, thường được trang bị trong máy sắc ký khí. 


Nhược điểm 
% Kém nhạy, không thể phát hiện hợp chất hiện diện ở nồng độ nhỏ. 


1. Hydrogen 

2. Oxygen 

3. Nitrogen 

4. Metan 

3. Monoxid carbon 





Hình 10: Sắc ký đổ phân tích các chất khí thông dụng và hydrogen. 

_ koại cột nhổi chất hấp thu rây phân tử (Rt-Msieva"" 13X), đ0m. 0,32mm ID. 
tượng mẫu các loại khí chích vào máy: 15ụL.. Nhiệt độ lò: đẳng nhiệt 40°. 
Nhiệt độ lúc chích mẫu/lúc phân tích: 200°C/20°E. Khí mang halium. 

Đầu dò: TCD loại nhỏ. Vận tốc dồng khí: 44cm/giây. : 


4.2. Đầu-dò ion hóa ngọn lửa (flame lonization detector, FID) 


Nguyên tắt hoạt động của đâu dò ion hoá ngọn lửa: có một ngọn lửa 
nhỏ cháy đều nhờ khí hydrogen. Hydrogen được cho vào dòng chảy ở đâu ra 
của cột sắc ký, trộn đều với khí mang rồi xuất hiện ở đầu ra của ống, đi vào 
luồng không khí, để tạo nên ngọn lửa. Phía trên cao của ngọn lửa là một ống 
hình trụ rỗng làm bằng kim loại, đó là bộ phận thu nhận, giữ vai trò điện cực 
âm. Phần đầu của bộ phận tạo ra ngọn lửa là điện cực dương. Hai đâu điện 
Cực SẼ tạo ra một dòng điện yếu. Hệ đầu dò còn gồm một bộ phận đánh lửa, 
một ống để đưa không khí vào buồng chứa ngọn lửa. 
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Nơi thoát khí 





Ngọn lửa 


~=—— Không khí 


Đầu đánh lửa —n (ở) 
š : ==— Hydrogen 
Đâu ra của 


cột sắc ký: 


Khí mang và ————* 
mẫu phân tích 





Hình 11: Sơ đổ đơn giản mô tả đầu dò ion hoá ngọn lửa 


Khi một hợp chất hữu cơ đi ra khỏi cột sắc ký, được dẫn vào bộ phận 
đầu dò, xuyên qua ngọn lửa và bị ngọn lửa đốt cháy. Ngọn lửa hydrogen tinh 
khiết có chứa các gốc tự do H°, O°, OH° nhưng không có chứa các ion. Khi 
hợp chất hữu cơ hiện diện trong ngọn lửa, sự ion hóa sẽ xảy ra và số lượng sẽ 
_ tương ứng với số nguyên tử carbon, và như thế cũng tương ứng với số phân tử. 
Quá trình ion hóa được khơi mào bởi sự tạo thành CHÌ từ các phân tử hữu cơ 
và ngay lập tức gốc này tác dụng với gốc tự do oxygen theo phần ứng sau. 


—CHẦ + 6® ——> —cHo® + ” 


Nguôn gốc hóa học của phân tử hữu cơ ảnh hưởng đến sự đáp ứng theo 
ngọn lửa. Các ion được dẫn đến điện cực thu nhận, được điều chỉnh ở điện 
thế âm (khoảng -150V) so với đâu ngọn lửa. Vậy, một dòng điện khoảng 
10A được tạo ra tuỳ thuộc vào các mảnh hợp chất có mang điện tích hiện 
diện trong ngọn lửa với cấu trúc hoá học của hợp chất. Độ nhạy thường ở 
khoảng 0,015 coulom/g (carbon). Sự đáp ứng này thay đổi nhẹ tuỳ vào loại 
hợp chất và tuỳ vào số carbon. Các tín hiệu được khuếch đại để tạo nên một 
tín hiệu, một mũi xuất hiện trên sắc ký đồ. 
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% Đầu dò ion hoá ngọn lửa có thể phát hiện hợp chất hiện diện ở nỗng 
độ rất nhỏ của tất cả các hợp chất hữu cơ. Cho đường nên (base line) trên sắc 
ký đồ bằng phẳng. | 





% Có tính tuyến tính cao (diện tích mũi tương ứng với nồng độ của mẫu 
hợp chất phân tích). 

Loại đầu dò này rất thông dụng cl.*¿náy sắc ký khí vì hầu hết các hợp 
chất cần phân tích đều là hợp chất hữu cơ có thể đốt cháy được (flammable 
Organic substance). " 


Nhược điểm 


% Không thể phân tích tất cả các loại hợp chất; chỉ phát hiện các hợp 
chất hữu cơ nào có thể bị đốt cháy và phân mảnh dưới ngọn lửa hydropen. 


% Đầu dò ion hóá ngọn lửa không thể phát hiện các hợp chất sau: Hạ, 
O›, Nạ, SICH:, H:S, SO¿, COS, CS¿, NHạ, NO, NÓ;, N;O, CO, CO;, HạO, Ar, 
Kr, Ne, Xe. Các hợp chất HCHO và HCOOH cho tín hiệu rất yếu. 


* Ngọn lửa cũng đốt cháy thiều hủy mẫu nên không thể sử dụng cho 
kỹ thuật sắc ký điều chế. 


4.3. Đầu dò bắt điện tử (electron capture detector, ECD) 


Loại đầu dò này cần thiết để phân tích sự hiện diện ở dạng vết (trace) 
các hợp chất thuộc về môi trường thí dụ dư lượng các loại thuốc trừ sâu có 
chứa clor, thuốc diệt cỏ... là nhờ nó rất nhạy cảm với các hợp chất nào có chứa 
nguyên tố có độ âm điện mạnh (clectronegative element). 


Đầu dò gồm hai điện cực, một điện cực hình khối trụ rỗng bao bọc bên 
ngoài và một điện cực thu nhận đặt ở giữa, bên trong ống trụ rỗng nói trên. 
Điện cực khối trụ rỗng phóng ra tia phóng xạ beta (Tia phát xạ beta của một 
nguồn phóng xạ, thường là nickel-63), sẽ làm phân tử khí mang bị ion hóa 
(khí mang thườn E là nitrogen hoặc argon), tạo ra electron có năng lượng cao, 
các electron này được hút về điện cực thu nhận, từ đó tạo nên một dòng điện, 
và trên sắc ký đồ xuất hiện thành tín hiệu đường nền. 
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tện cực thu nhận 


Lõi “Ÿnickel, nguồn phóng xạ 


Đầu ra của cột sắc ký: 
gồm mẫu phân tích và khí mang 
Hình 12: Sơ đổ đơn giản mô tả đầu dò bất điện tử. | 
Bảng 7: Mức độ nhạy của đầu dò bắt điện tử đối với một số loại hợp 
chất hữu cơ. _ 


: : Đáp ứng | 
[Cloroalcn | 1 — 
[Dicloroalean | lữ - 


— | Butan-2,3-dion 10 | 


Cloroform (CHCH)| 10 - 


Tetraclorur carbon 
(CCH) 
Khi một hợp chất có tính ái lực cao với điện tử (electron affinity), thí dụ 
như thuốc trừ sâu, tách ra từ cột sắc ký, đi vào bộ phận đầu dò, hợp chất này 
_¬^ 385 | _ 















Benzen 
Bromobenzen 10 }| 


Hợp chất thơm đa 
nhân 
Alcol, ester, cter 


mạch thẳng _ 
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BH HN ï--ïỀS-EGGTSeSằ.===.. MT... 
sẽ bắt giữ các electron, tạo nên các 8ốc tự do và các ion thứ cấp có năng 
lượng thấp hơn, như thế làm giảm dòng điện ở đâu dò, Sự thay đối là nguồn 
gốc tạo nên tín hiệu điện tử. Tín hiệu được khuếch đại, đưa đến một mũi xuất - 
_ hiện trên sắc ký đô. 

Một số nguồn phóng xạ có thể sử dụng nhưng chỉ có triium ỞH) và 
nickel (Ni) là phù hợp nhất. Tritium sau khi hấp thu lên một lõi titan, phóng 
ra một cách ào ạt các tia B yếu (18 keV), với một khoảng cách khá gần 
(khoảng 2 mm). Trái lại, SNi rất bền, phóng ra các tia B (67 keV) với mức độ 
kém ào ạt so với ‡H, với một khoảng cách xa hơn (khoảng 5 mm). Nguồn 
SỐNi được chuộng hơn vì có thể sử dụng lâu dài hơn và chịu nhiệt độ cao lên 
đến 450°C so với ŸH chỉ chịu được nhiệt độ cao lên đến 250°C. 


Thứ tự đáp ứng của đâu dò với các halogen theo mức độ F < CI< Br< 
L. Đầu dò được sử dụng để phát hiện các loại dung môi có chứa clor, các chất 
làm đếo (plasticizer), các loại khí clorofluorocarbon, thuốc trừ sâu, thuốc diệt 
có (herbicide) như DDT, indran, BHC/linden..), hợp chất hữu cơ-kim loại 
(organometallic) thí dụ như tetra-alkyl chì, các hợp chất thơm đa nhân, NO, 
và SO; trong ống khói. | 

Bảng 7 cho biết mức độ đáp ứng của đầu dò bắt điện tử đối với một số 
loại hợp chất so với mẫu chứng clorur z-butyl. So với mẫu chứng, mức độ đáp 
ứng tăng đối với hợp chất mang nhiều nguyên tử halogen, hợp chất thơm đa 
nhân, hợp chất nitro, các anhydrid, hợp chất carbonyl tiếp cách, hợp chất lưu ˆ 
huỳnh. _ | | _ 

Uu điểm _ 

% Đầu dò bắt điện tử rất nhạy, có thể phát hiện một số loại hợp chất 
(như trình bày trên) khi chúng hiện diện ở nồng độ cực nhỏ. - 


% Không làm hư hại mẫu khi mẫu đi ngang qua bộ phận đầu dò nên 
thích hợp cho loại sắc ký khí sử dụng cột điều chế (preparative GC) 
Nhược điển | 
% Chỉ nhạy đối với một số ít loại hợp chất, còn các loại hợp chất khác 
sẽ không cho tín hiệu mũi trên sắc ký đô. - 
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4.4. Đầu dò nitrogen-phosphor (nitrogen-phosphorous detector, NPD) 


Loại đầu dò này được chỉnh đổi từ loại đầu đò ion hóa ngọn lửa (FID) 
với một loại muối kim loại kiểm (alkali metal salt) được đúc khuôn thành một 
õng hình trụ rỗng, đặt ở phía trên cao, ngay trên đầu ngọn lửa; đầu đò đóng 
vai trò điện cực thu nhận. Ngọn lửa được điều chỉnh sao cho muối kim loại 
kiểm hoá thành hơi với số lượng đủ cho quá trình nhiệt-ion hóa. 


| Khi các hợp chất có chứa nitrogen, phosphor ở thể khí, đi ra khỏi cột 
sắc ký, vào buồng đầu dò, sẽ tương tác với các ion kim loại kiểm này bằng 
một loạt các phẳẩn ứng phức tạp khác nhau, tạo ra các ion nhiệt. Các ion này 
được điện cực thu nhận và như thế sẽ làm gia tăng dòng điện. 


Ngày nay, điện cực của NPD làm bằng muối silicat rubidium vì nó bền 
nhiệt, có tuổi thọ dài. Có thể điều chỉnh để đầu dò chỉ phát hiện riêng hợp 
chất có chứa P hoặc phát hiện hợp chất cùng lúc chứa P và N. Nếu chỉ muốn 
phát hiện hợp chất có P, điều chỉnh lưu lượng khí hydrogen để duy trì ngọn 
lửa ở mức 40-50 ml/phút. Nếu muốn phát hiện hợp chất có N và P, điều chỉnh 
lưu lượng hydrogen ở mức 1-5 ml/phút 


Ưu điểm 


_ % Đầu dò nitrogen-phosphor dùng để phát hiện dư lượng các loại thuốc 
trừ sâu có chứa N và P tổn tại trong môi trường, các hợp chất phosphat hữu cơ 


(organophosphat), các hợp chất carbamat. 


- % Khi so sánh với đầu dò ion hóa ngọn lửa œm), đầu dò NPD nhạy 
hơn gấp 50 lần (để phát hiện hợp chất có N), nhạy hơn 500 lần (để phát hiện 
hợp chất có P) 





Nhược điểm 


% Chỉ nhạy đối loại hợp chất có chứa N và P; còn các lãi hợp chất 
không chứa N, P sẽ không cho tín hiệu mũi có thể đo để sử dụng. 


bụi Ngọn lửa cũng đốt cháy thiêu hù mẫu nên không thể sử dụng cho 
kỹ thuật sắc ký điều chế. | 
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4.5. Đầu dò trắc quang ngọn lửa (flame photometric detector, FPD) 


FPD cũng là một loại đầu dò ngọn lửa. Loại này cho kết quả tương _ 
đồng với đầu đò FID để có thể phát hiện hợp chất có chứa phosphor, lưu ˆ 
huỳnh. Loại đâu dò này đo sự bức xạ (radiation) của các loại chất khi được 
đốt trong ngọn lửa. Trong ngọn lửa, hydrogen, sulfur hoặc phosphor bị biến 
thành các mảnh, mảnh này phát ra bức xạ ở 394 hoặc 526 nm. Một số nghiên 
cứu cho biết các hợp chất có chứa N khi bị đốt cháy đã phát ra bức xạ ở 690 
nm. Một bộ lọc dãy hẹp có tính chọn lọc độ dài sóng (wavelength) sẽ thu 
nhận các bức xạ đó; một bộ nhận quang (photomultiplier) sẽ phát hiện và 
khuyếch đại để biến thành các tín hiệu mũi xuất hiện trên sắc ký đô. 


Đầu dò trắc quang ngọn lửa sử dụng ngọn lửa hydrogen nguội hơn so 


với của FID. Điều này làm gia tăng sự sản sinh ra hai loại mảnh hoạt động 


cao là S; hoặc HPO* phát ra bức xạ Ở 394 hoặc 526 nm. Cơ chế phản ứng 
tạo thành các mảnh nói trên chưa được hiểu rõ 





R—P + œ O; 
2R-S † (0+2)O; 


HPO* 


| % 
œCO; +2SO; 4 HO +S§; ——> Š2 








Tuy vậy, các hợp chất chứa phosphor cho các đáp ứng tuyến tính với 


đầu đò, còn hợp chất chứa lưu hùynh có các đáp ứng thay đổi theo bình 
phương nồng độ mẫu chất. _ | : 


u Sợi quang 









Ngọn lửa- CÁ T nn T 
=J`Eilllz ly ng —ˆ Tín hiệu 
Đầu đánh 
lửa Bộ lọc 
dãy hẹp 


Đầu ra của 
cột sắc ký: 
Khí mang và 
mẫu phân tích 


Hình 13: $ơ đổ đơn giản mô tả đầu dù trắc quang ngọn lửa 
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Uu điểm _ 


nước bia (beer). 


ĐỂ phân tích các hợp chất khí có lưu hùynh như tiophen, mercaptan, 
đisulfur, HS, SO;, các sản phẩm than đá, dầu mỏ có chứa lưu huỳnh. 


Nhược điển _ 
Chỉ nhạy đối với loại hợp chất có chứa S và P; còn các loại hợp chất 
không chứa S, P cho tín hiệu mũi có thể không đủ để sử dụng. | 


% Ngọn lửa cũng đốt cháy thiêu hủy mẫu nên không thể sử dụng cho 


kỹ thuật sắc ký điều chế 


Ngọn đèn tử ngoại phát ra tia sáng, tia sáng này đi vào buồng ion hóa ngang 
qua một cửa số làm bằng fluorur kim loại. Trong buồng này, các phân tử bị 
1on hóa bởi năng lượng phóng ra của ngọn đèn. 


nm (còn của argon ở 104 nm). Cửa sổ làm bằng fluorur magnesium sẽ có 
ngưỡng bức xạ 112 nm (Cut-off 112 nm), làm bằng fluorur lilum có ngưỡng 
Đức xạ 105 nm nên trong suốt đối với đối với các bức xạ của đèn. 

Buồng ion hóa có thể tích 20-100 HI và có chứa một điện cực đuỗi 
(repellee electrode) ở một điện thế 100-200 V, sẽ định hướng các ion đị về 
điện cực thu nhận. Dòng điện ion được thành lập giữa các điện CỰC sẽ tạo 
thành tín hiệu phi nhận. | 
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ẤN 
_ sS85 
Điện cực Bóng đèn 
bóng đèn 
Bộ phận T : l 
thu nhận : R== `” 
— Tín hiệu 


Buồng ion hoá 


Tấm đuổi io 


Đầu ra của Ỹ | 
sẻ sắc ký 


__ Hình 14: Sơ đồ đơn giản mô tả đầu đò quang ion hoá 





Sự ion hóa được khơi mào bởi việc phân tử chất cần phân tích A (phân 
tử A) hấp thu một photon, hy. Sự ion hóa trực tiếp xây ra do sự tạo thành các 
IOn (ngang qua một giai đoạn) và sự ion hoá gián tiếp để tạo thành ion có liên 
quan đến sự kích thích ban đầu của khí mang G, chuyển năng lượng cho phân 
tử mẫu phân tích. 











Sự ion hóa trựctiếp A + hv A†+ e~ 
Sự ion hóa giántiếpG + hy G* + A A*+ e" 
Ai + e7 





A + hv ——> A* 


Sự ion hoá các hợp chất phân tích tùy thuộc vào thế ion hoá và nắng 
lượng của ngọn đèn. Đèn krypton 10,2 eV có năng lượng đủ để ion hoá các 
hợp chất alcan, chất thơm, một số alcan đài hơn 6 carbon, alcol, aldehyd, 
ester. Đèn argon 11/7 eV đủ để ion hóa tất cả các loại hợp chất hữu cơ. 


Uu điểm. 


% Đâu dò quang ion hoá có độ nhạy cao, phát hiện mẫu hiện diện ở 
nông độ nhỏ. Được xem là đầu dò nhạy, có thể áp dụng để phân tích một phổ 
rất rộng các loại hợp chất hữu cơ và vô cơ. 
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*% Không làm hư hại mẫu khi mẫu đi ngang qua bộ phận đầu dò nên 
thích hợp cho loại sắc ký khí sử dụng cột điều chế (preparative GC) 
4.7. GC-MS và GC-IR 

Ngày nay máy khối phổ tứ cực và máy đo quang phổ hồng ngoại 
chuyển đổi Fourier được ghép vào máy sắc ký khí và được xem như một loại 
đầu đò hiệu quả cao. - 

Máy GC-MS và GC-IR có thể ghỉ được thời gian lưu của từng hợp chất 


_ có trong hỗn hợp phân tích và từng cấu phần đó còn được đo Mà ghỉ lại khối 
phổ hoặc phổ hồng ngoại. _ 





Phổ IR 


- Hình 18: Phổ đổ 60-MS và G(-IR cho thấy khi từng hợp chất riêng rẽ của hỗn hợp phân tích đi ra 
khỏi cột sắc ký, được máy khối phổ hoặc máy IR đo và ghi thành khối phổ hoặc phổ IR. 


Sắc ký khí ghép khối phổ (GC-MS) 


Một trong những phương tiện hữu ích giúp các nhà hóa học xác định 
cấu trúc hóa học của hợp chất cần khảo sát là máy sắc ký khí ghép khối phổ, 
thường được gọi tắt là GC-MS. Dòng khí thoát ra khỏi máy sắc ký khí được 
cho đi ngang qua một khóa để vào một ống, nơi có một lỗ phân tử (molecular 
leak) và được dẫn đến buông i ion hóa của máy khối phổ. Người ta có thể có 
một khối phổ đồ của mỗi cấu phần chứa trong hỗn hợp đã được chích vào 
máy sắc ký lúc ban đầu. _ 


Hệ máy GC-MS có thể khảo sát một đơn chất hoặc một hỗn hợp. Trước 
tiên, máy sẽ tách mẫu, phân tích mẫu, kế đó, bộ phận máy tính của máy khối 
phổ so sánh các dữ kiện vừa thu được với các số liệu phổ chuẩn đang chứa 
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sẵn trong thư viện của máy, để để nghị cấu trúc hoá học của hợp chất (đơn 
chất hoặc hỗn hợp) khảo sát, Máy in ra một bảng danh sách những hợp chất 


kèm theo độ tương hợp (cCompatibility). Độ tương hợp càng lớn, trên 90%, 
cấu trúc của hợp chất khảo sát càng có khả năng là chất mà máy đề nghị. 


Để có thể khẳng định hơn về cấu trúc hoá học của hợp chất khảo sát, 
cần có thêm các loại phổ khác như: IR; RMN.. Máy đo khối phổ ghép vào 
máy sắc ký khí phải tương đối chặt chẻ và có hiệu năng cao. 

Ưu điểm: Việc kết hợp bai loại máy sắc ký khí và máy khối phổ có các 
thuận lợi | 

L) Tính bay hơi: Cả hai loại máy đều có thể phân tích tất cả các hợp 
chất khí, lỏng, rắn nếu các hợp chất này có đặc tính áp suất hơi lớn (high 
VäPOUT pr€SSure). 


2) Độ nhạy: Máy khối phổ có độ nhạy cao, nên có thể phân tích những 
hợp chất đi ra từ một cột sắc ký khí. ằ 


Thường lệ, lượng mẫu chất chích vào máy sắc ký khí vào khoảng 1 HÌ, 
có chứa khoảng I ppm chất tan, nghĩa là số lượng mẫu có trong 1 tỉ dung 
địch là 10? 8 (Ì nanogam = 1 ng = 10 E). Trong khi đó, máy khối phổ có thể 
phát hiện số lượng mẫu là 1 picogam (1 Picogam = ] pg = 1032 8). 

3) Nhiệt độ: Cột sắc ký khí và hệ thống nhận mẫu của máy khối phổ có 
thể hoạt động ở khoảng nhiệt độ giống nhau. - | 


200°C, để bảo đảm hiệu quả việc dịch chuyển mẫu trong hệ máy, nhưng 


nhiệt độ không quá cao để có thể phân hủy mẫu. 


- 4) Thời gian quết (scan time): Máy khối phổ có vận tốc quét rất nhanh, 
đủ để ghi nhận hết các tín hiệu đi ra từ một cột sắc ký khí. 


Thời gian cần thiết để giải ly hợp chất ra khỏi một cột nhôi sắc ký khí, 
làm xuất hiện một mũi (one peak) trên sắc ký đổ GC, có thể là ] phút (với cột 
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mao quản có thể chỉ mất 1 giây). Để có thể quét 10 scan cho một mũi như 
thế, máy khối phổ cần phải có vận tốc quét 10 giây /scan. Điều này dễ dàng 
đạt được vì vận tốc quét của máy khối phổ cổ điển nhất cũng đạt 1 bộ mười 
của khối lượng /1 giây (decade/s) (Xem lại 1.1.4. Vận tốc quét), nên tất cả 
các máy khối phổ đều có thể hoạt động cùng với máy sắc ký khí. _ 

Sơ đồ tổng quát sự kết hợp máy sắc ký khí với máy khối phổ GC- MS 


Đến bộ phận phát hiện 
| của máy GC 


Máy sắc ký khí ".aoi 


(GC) 





: 





Áp suất _ | | 
Ì atmosphere 105 mmHg | | 
| Áp suất : Đến bộ phận phát hiện 
| Á07 t4 Sáo 2 21s 6rd/6isie 7.7. ..‹^..-.  Ô la ốc ổn mnðn -.- » “ - 
thay đổi | của máy khối phổ 
Nhược điểm 


1) Áp suất: Mỗi máy hoạt động trong một điều kiện áp suất rất khác 
nhau, nên sự kết hợp hai máy với nhau là trở ngại lớn nhất. 


Máy sắc ký khí có áp suất tại đầu ra là 1 atmospher, từ đây gi chất 
khảo sát được dẫn vào buồng ion hóa của máy khối phổ có áp suất 10” tor 
(1 tor = 1 mmHg), vì thế giữa hai máy phải có một giao điện. Giao diện này 
phải chịu đựng được một sự giảm áp suất rất lớn mà không được làm hao mất 
nhiều mẫu khảo sát, cũng như phải tách loại bỏ bớt ít nhất 90% khí mang ra 
khỏi mẫu khảo sát, với mục đích làm mẫu đậm đặc càng nhiều càng tốt trước 
khi mẫu được cho đi vào buồng ion hóa của máy khối phổ. 


(Ghi chú: khí mang là khí sử dụng trong quá trình giải ly các hợp chất 
ra khỏi cột sắc ký khí, thường là khí helium). 


2) Loại cột sắc ký khí: Chỉ có một số loại cột sắc ký có thể sử dụng 
trong máy GC-MS. Các cột loại polimer hữu cơ sẽ bị đứt mảnh khi nhiệt độ 
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gia tăng, mảnh nhỏ này sẽ đi vào khối phổ làm xuất hiện trên khối phổ đồ 
những mũi rất đặc trưng, có thể gây nhầm lẫn là các mảnh ion của mẫu khảo 
sắt. " 

Hai loại cột thường dùng là polyetylenglycol (PEG, Carbowax); 
polymer dimetylsiloxan (OV;) 

3) Giá thành của máy cao: Các phòng thí nghiệm bình thường không 
đủ tài chính để trang bị loại máy này cho những hoạt động thường nhật. 

4) Cần điều chế chất dẫn xuất cho mẫu khảo sát: Nhiễu loại hợp chất 
khảo sát, do tính chất không thể bay hơi, nên cần phải được biến đổi thành 
các dẫn xuất bay hơi được, trước khi thực hiện sắc ký khí. 

Cần phải lựa chọn các loại chất dẫn xuất để có thể phù hợp với việc 
khảo sát bằng GC-MS. Có thể điều chế dẫn xuất với trimetylsilyl (TMS), thí 
dụ acid carboxylic tạo thành ester TMS. Tuy nhiên các dẫn xuất silyl không 
phải luôn luôn cho khối phổ đồ tốt để giải đoán cấu trúc, vì thế các hợp chất 
alcol và amin thường được điều chế thành dẫn xuất acetyl ester; 
trifluoroacety] ester hoặc metyl] ester. 


5. CHUẨN BỊ MẪU TRƯỚC KHI PHÂN TÍCH BẰNG SẮC KÝ KHÍ ‹ 


Có nhiều hợp chất không thể phân tích bằng sắc ký khí, vì chúng không 
đủ tính bay hơi hoặc chúng bị pha tĩnh giữ chặt lấy nên tạo ra vệt có đuôi kéo 
dài. Muốn phân tích những hợp chất này bằng sắc ký khí, cần thực hiện phản 
ứng hoá học để biến chúng thành những dẫn xuất có tính chất bay hơi. 


Các lý do để thực hiện điều chế dẫn xuất: 
e Làm gia tăng tính bay hơi của hợp chất. 
e Làm giảm sự giảm cấp bởi nhiệt, gia tăng tính bền nhiệt. 


s Làm gia tăng khả năng đáp ứng của hợp chất đối với dầu dò của máy 
sắc ký khí, thí dụ gắn thêm vào hợp chất một nhóm chức như -CFa để hợp 
chất có thể đáp ứng với đầu dò bắt electron. 


e Làm gia tăng khả năng tách riêng các hợp chất của một hỗn hợp. 
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Các phương pháp điều chế chất dẫn xuất được xếp loại thành ba nhóm, 
tuỳ thuộc vào tác chất sử dụng (reagent), các loại phản ứng đạt được, với tên 
gọi như: sự silyÌ hoá, acyl hóa; sự ester hóa hoặc sự alkyl hóa. 


Trong nhiều trường hợp, sự điều chế chất dẫn xuất được tạo thành 
nhanh chóng ngay sau khi cho mẫu phân tích và tác chất vào chung trong 
dung môi. Sự alky] thường xảy ra nhanh, BỆNH nhiều phản ứng cần phải đun 
nóng mới xảy ra. 


Thời gian chuyển đổi một hợp chất ra chất dẫn xuất thay đổi tuỳ loại 
hợp chất, vì vậy để có thể biết được hợp chất đã hoàn toàn biến thành chất 
dẫn xuất, phải theo dõi quá trình phần ứng, bằng cách, ở từng thời điểm nhất 
định, kiểm tra hỗn hợp phản ứng, cho đến khi phản ứng xảy ra hoàn toàn. 


Phần lớn các chất dẫn xuất bền nhiệt, mặc dù các dẫn xuất trimetylsilyl 
có thể bị phân hủy ở nhiệt độ > 210°C bởi phần tấm thép không gỉ tại nơi 
chích mẫu. 


Các loại dung môi có chứa hydrogen hoạt động như nước, alcol, các 
loại ceton dễ hỗ biến ra dạng ceton không nên sử dụng. Pyridin là dung môi 
thích hợp, nó cũng có thể đóng vai trò các bẫy acid và chất xúc tác tính kiểm. 
Dimetylformamid (DMF), toluen, metanol cũng thường được sử dụng. Các 
loại dung môi cần phải được tỉnh chế và tôn trữ trong khí nitrogen. 

9.1. Sự silyl hoá (Silylation) _ ¬ 

Sự silyl hoá là thay thế một hydrogen linh động của nhóm chức alcol 
-hoặc amin của hợp chất phân tích bảng nhóm alkyisilyì thí dụ như —SIMe:. 
Đây là phương pháp phổ biến nhất để điều chế các chất dẫn xuất có tính bay 


hơi. Các chất dẫn xuất tạo thành có tính bay hơi, tính bền nhiệt cao, nhưng 
tính phân cực kém so với chất nguyên liệu đầu. 


Có thể thực hiện với các tác chất như sau. 


1) R—NH; Ẳ CÌ—SiMe; i th ẰỶÝ.jm/ ˆ R—-NH—SIMc; +  HCI 
Trimetylclorosilan (TMS) 


2) 2R-O-H + Me;Si~N=N—SiMe 


——> 2R-O-SMcy + N; 
MP CHỊ ng HN TR) liMps) 
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| O-SiMe; O 
ạ REO-H + CF)—C=N-SiMe; ——> R-OTSIMey +CF;—C—NH-—SiMe; 
N.O-Bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) 
O-SiMe; " Q 
4) R-O-H + CH—C=N—SiMe; ——~ R~O~S5iMe; +CF:—C—NH, 


Ñ,O-Bis(trimetylsilyl)acetamid (BSA) 


Hai tác chất đầu thường được thực hiện trong dung môi pyridin, phản 
ứng thường hoàn tất trong 5 phút. Hai tác chất sau thường được thực hiện 
trong dung môi pyridin, hoặc dimetylformamid (DME) trong điều kiện phản 
ứng êm dịu, và có ưu điểm hơn vì các sản phẩm phụ có tính bay hơi mạnh và 
thường được giải ly ra khỏi cột sắc ký ngay lúc khởi: đầu, cùng chung với 
dung môi giải ly. 

5.2. Sự acyl hoá (Acylation) 


Sự acyl hoá là biến nhóm chức alcol, phenol, amin của hợp chất cần 
phân tích thành perfluoroacyl (còn được gọi là trfluoroacyl) bằng tác chất 
anhydnd trifluoroacetic. 


Tác chất Ñ-Huoroacylimidazol dễ dàng biến đổi nhóm hydroxyl, nhóm 
amino nhị cấp hoặc tam cấp thành nhóm acyl. Sản phẩm phụ imidazol tương 
đối trơ - 

R-OTH + CFTC-O-C-C; —=  R-O-C-CP, 
O O 
ự Z= R-O-C- SN 
R-O-H + CF—C—N `N ——~> h Ca + th vi 
TRANG _ 


0 Imidazol 


5.3. Sự alkyl hoá, sự ester hoá (Alkylation, esterification) 


Có nhiều tác chất để biến đổi nhóm hydroxyÌ thành nhóm mety] ester, 
thí dụ như tác chất MeOH/ H;SOu: MeOH/ NaOh; trifluorur bor/metanol.... 


R~C-OH + BF;/metlanodl ——> R~£€~O-Me 
ö ề r 
Người ta cũng có thể thực hiện sự alkyl hoá nhanh (flash alkylation) 
bằng cách chích vào máy cùng một lúc mẫu phân tích và tác chất alkyl hoá. 
Khi chích mẫu vào máy, vì nơi này đang ở nhiệt độ cao, nên dẫn xuất được 
tạo thành ngay. Kỹ thuật này thường sử dụng các tác chất như sau: 
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- Hydroxid tetrametylamonium hoặc hydroxid tetrabutylamonium được 
bán ở dạng dung dịch ở nồng độ 0,2M trong metanol, áp dụng để điều chế 
. dẫn xuất của các loại hợp chất acid có trọng lượng phân tử nhỏ. 
- Hydroxid trimetylanilinium (TMAH) cho hâu hết các loại hợp chất. 
- Bromur pentafluorobenzyl cho các loại hợp chất acid, amid, phenol 
khi phân tích với máy có đầu đò . electron. 


H;:C-HạC Ph | | H;C-H;C ph 
0Szo sa O O 
° metano 
HN. NH . Cấn Me _metanol_ XX 
HạC àí CHạ 
Phe cÓ Hydroxid TH lanilinium O 
` | CHaC] R./ 
F F 


F 
Bromur PP nợ HEEENG ĐH 


P- CÁC YẾU TỔ ẢNH HƯỞNG ĐẾN VIỆC TÁCH MẪU 


Chìa khoá cho việc tách các cấu tử của một hỗn hợp đạt kết quả tốt là 
phải chọn một pha tĩnh phù hợp, tốc độ Si. của pha động và nhiệt độ cột đạt 
điều kiện tối ưu. 


Trước khi phân tích mẫu, cần xem xét các yếu tố sau 


% Mẫu chất: Trước khi chích mẫu vào máy, các mẫu cân được tỉnh chế 
sơ bộ, không có các vết nhờn, không bị â ẩm. Không sử dụng cột vượt quá mức 
nhiệt độ cho phép với từng loại cột. Ống tiêm chích mẫu cần được rửa nhiều 
_ lần bằng dung dịch mẫu phân tích, để loại bỏ hết các tạp bẩn. 


Tìm hiểu, ghi nhận số lượng các hợp chất hiện diện trong hỗn hợp mẫu 
â¬ tích (còn gọi là cấu phần); khoảng nhiệt độ sôi, áp suất hơi của các cấu 
DhẦN này. 


Xác định tính chất phân cực hoặc không phân cực (các nhóm định 
chức) của các cấu phần trong hỗn hợp mẫu. 


*% Lựa chọn hệ thống pha tĩnh (cột): loại pha tĩnh, chiều dây của pha 
tĩnh tráng cột. 
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% Tối ưu hoá tốc độ dòng của khí mang để có thể hoàn tất việc phân 
tích mẫu trong khoảng thời gian ngắn nhất, thời gian chết ngắn nhất (helium 
là khí mang tốt nhất cho mọi phân tích). 


* Tối ưu hóa chương trình nhiệt độ hoặc lựa chọn một nhiệt độ tốt nhất 
cho chương trình đẳng nhiệt. 


* Kiểm tra hệ thống máy bằng cách cho phân tích thử một bộ mẫu. 
chuẩn hoặc phân tích một hỗn hợp gồm nhiều hợp chất có độ phân cực cũng 
như nhiệt độ sôi khác nhau. 


6.1. Lựa chọn loại cột (lựa chọn pha tĩnh) 


Sự lựa chọn pha tĩnh giữ vai trò quan trọng. Lựa chọn loại pha tĩnh có 
độ phân cực gần với độ phân cực của mẫu chất cần phân tích. 


Muốn phân tích một hỗn hợp các chất phân cực, cần chọn pha tĩnh có 
tính phân cực (có chỉ số MeREYNOLD lớn) bởi vì các chất phân cực này hòa 
tan tốt và được pha tĩnh giữ chặt, và thứ tự giải ly ra khỏi cột của các hợp chất 
đồng đẳng sẽ theo thứ tự nhiệt độ sôi của chúng. 


Nếu hỗn hợp những chất phân cực có lẫn những hợp chất kém phân 
cực, các chất kém phân cực sẽ ít hoà tan, nên ít bị giữ bởi pha tĩnh phân cực 
và hệ quả là chúng bị giải ly ra khỏi cột rước các hợp chất phân cực có cùng 
nhiệt độ sôi với chúng. 


Bảng 8: Thứ tự giải ly ra khỏi cột nhồi pha tĩnh có tính phân cực hoặc 
không phân cực 


L9 | g7 Ƒj| 
2 





Tương tự, hiện tượng xảy ra ngược lại với pha tĩnh không phân cực: các 
chất kém phân cực hòa tan tốt và được pha fĩnh không phân cực giữ chặt, và 
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thứ tự giải ly ra khỏi cột của các hợp chất đồng đẳng sẽ theo thứ tự nhiệt độ 
sôi của chúng. Nếu hỗn hợp có lẫn những hợp chất phân cực, các chất phân 
cực mạnh bị giải ly ra khỏi cột trước các hợp chất kém phân cực có cùng 
nhiệt độ sôi với chúng. | 


Hình b 


-_ (1H): Etanol 
(2): Propanol 
(3): Butanol 
(4): Pentanol 








tố Xếp ma. cT ng NT va. SE HH UÁ SENHENIIDRDDI tÌL.l() 
' mm 6 phút p rprmnn 


' ‡ 9 U 4 1 !t 1 9 
0 Ẹ 5 4 3 Ù 2 3 4 5 6 


Hình 16: Phổ đổ 6C của một hỗn hợp bốn alco. 


Cột: 10% PEG 20 M trên Chromosorb-W (2m), đầu dò FID. 
Khí mang: helium †1 psi (khoảng 25 mi/phút). Hydrogen: 17 psi. không khí: 19 psi. 
Nhiệt độ cột: 35°0. Nhiệt độ chích mẫu: 200°C. Nhiệt độ đầu dò: 200°C. Hình a: đẳng nhiệt ở 90°(. 
Hình b: chương trình nhiệt độ: 90-50°C với 10°f/phút, giữ lúc khởi đầu 1 phút. 


6.2. Lựa chọn nhiệt độ, chương trình nhiệt độ 


_ Về tổng quát, các hợp chất bay hơi nhất (do có áp suất hơi lớn) sẽ là 
hợp chất nhanh chóng được giải ly ra khỏi cột. 


Nếu chỉnh nhiệt độ của cột sắc ký quá cao, các cấu phần của hỗn hợp ˆ 
chưa kịp đạt đến sự cân bằng trong quá trình phân bố giữa hai pha tĩnh và 
động, hệ quả là tất cả các hợp chất sẽ được giải ly ra khỏi cột cùng một thời 
điểm (có cùng thời gian lưu). Ngược lại, nếu chỉnh nhiệt độ của cột sắc ký 
quá thấp, quá trình phân bố của các cấu phân giữa hai pha tĩnh và động sẽ 
_ kéo dài, hệ quả là một số cấu phần sẽ có thời gian lưu quá lâu, các tín hiệu 
mũi của các hợp chất đó bị mất cân đối hoặc bị biến dạng. 

__ Vì thế, cần phải thực hiện nhiễu lần sắc ký khí với các nhiệt độ khác 
nhau để tìm ra được nhiệt độ phù hợp, để tách rời các hợp chất của hỗn hợp 
một cách tốt nhất. Sắc ký đỗ cho thấy rõ các mũi. 
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Nếu các cấu phần của hỗn hợp có nhiệt độ sôi khác biệt nhau nhiều, 
nên sử dụng chương trình nhiệt độ để tăng nhiệt độ của lò lên từ từ, tách rời 
các hợp chất của hỗn hợp một cách tốt nhất. : 


6.3. Một số vấn đề thường gặp trong quá trình sắc ký khí 


Trong quá trình sắc ký khí, thường gặp một số vấn đề như: các tín hiệu 
mũi trên sắc ký đồ bị biến dạng (không còn đối xứng), kích thước của pic 
không tương ứng như dự đoán, tín hiệu đường nền bị nhiễu, rối loạn (không 
còn là một nét sắc rõ), thời gian lưu của cùng hợp chất thay đổi trong những 
lần phân tích khác nhau (dù cùng điều kiện chạy máy)... Các vấn để nêu trên 
có thể do có vấn đề về: chích mẫu vào máy, cột hoặc đầu dò có sự cố. 


6.3.1. Kích thước của mũi tín hiệu bị giảm 


Kích thước của mũi tín hiệu nhỏ hơn so với dự đoán, hoặc so sánh với 
các quan sắt trước đó, bởi vì kỹ thuật viên đã chích vào máy cùng một lượng 
(hoặc một lượng nhiều hơn) mẫu, điều này là do có vấn đề ở chỗ-chích mẫu 
(tưởng chích nhiều nhưng lượng mẫu vào máy thực tế lại ít) hoặc đầu dò có 
vấn đề, trở nên kém nhạy, kém hoạt động. 


_ Để khắc phục: kiểm tra xem ống tiêm chích mẫu có bị rò rỉ hoặc hư 
nghẹt hỏng hóc. Kiểm tra nút ngăn (septum) có bị hư, cũ. Kiểm tra các ống 
nối, mối nối gắn liền các cột phòng bị vào cột phân tích chính (cột nhỏ gắn 
phía trước, precolumn, cột gắn phía sau, postcolumn). Kiểm tra đầu đò có bị 
nhiễm bẩn.... _ 


6.32. Kích thước của mũi tín hiệu không đối xứng 
(unsymmetrical peak shape) | 
Các tín hiệu không đối xứng cho biết có vấn để ở chích mẫu: đã chích 
một lượng mẫu quá nhiều so với kích thước đường kính của cột sắc ký; hoặc 
khoảng thời gian chích mẫu vào máy bị kéo dài quá lâu (thao tác); hoặc kim 
chích không hoàn toàn xuyên ngang qua nút ngăn (septum). - 
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Các tín hiệu mũi đối xứng — Các tín hiệu mũi không đối xứng 

Tín hiệu không đối xứng cũng cho biết hợp chất do tính nhạy cảm với 

nhiệt và đã bị phân hủy bởi nhiệt khi nó tiếp xúc với các bộ phận của hệ 

_ thống máy thí dụ các vách bằng kim loại ở cửa để chích mẫu vào máy, của 
cột. Điều này cũng có thể là cột hoặc cửa chích mẫu đã bị nhiễm tạp bẩn. 


6.3.3. Đường nền không bằng phẳng 










_ Đường nên bị 
nhiễu loạn 


Đường nền | 
bằng phẳng II 

Nếu đường nên nhiễu tạp có dạng như những đâu đỉnh không đều, đầu 
dò bị nhiễm tạp. Mỗi một mũi đỉnh nhọn xuất hiện cho biết có một hạt bụi 
bẩn đi vào đầu dò. Cũng có thể đầu dò bị nhiễu loạn bởi những xung điện tử 
của một nguồn khác đặt gần đâu đó. Cũng có thể luồng khí mang bị cản trở 
đột ngột do bộ phận điều chỉnh dòng chảy, van khoá có sai sót. 


Đường nền 
trôi nổi 


Đường nên 
chệch hướng lên cao 





NT don vse Đường nền căn bản 


Đường nền chệch hướng lên cao (hoặc xuống thấp) là do: cột chưa 
được cân bằng đầy đủ; khi nhiệt độ đầu đò chưa đạt đến giá trị cân bằng; khi 
đầu dò bị nhiễm tạp bẩn; khi chương trình nhiệt độ hoạt động ở một khoảng 
quá lớn. | 


Một cột mới bắt đầu đưa vào sử dụng cần được cân bằng bằng cách cho 
máy sắc ký hoạt động suốt đêm ở điều kiện nhiệt độ cao nhất của cột đó. 
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Các tín hiệu của đầu đò cũng dễ thay đối theo nhiệt độ, vì vậy cần phải 

bảo đảm thời gian để nhiệt độ của đầu dò đạt mức ổn định. Sợi tóc đèn của 

đầu dò dẫn nhiệt (TCD) có thể Dị oxid hoá bởi không khí (đầu dò bị rò rÌ). 





6.3.4. Sắc ký đồ xuất hiện thêm mũi lạ 


Có thể xuất hiện thêm mũi lạ trên sắc ký đồ do một hợp chất của lần 
phân tích trước đó vì di chuyển chậm nên bị kẹt lại trong cột, vì thế trong lần 
phân tích sau, hợp chất này được tiếp tục giải ly và ra khỏi cột cùng lúc với 
các hợp chất của lần phân tích sau. | 


Chất lạ cũng có thể là tác chất được sử dụng để điều chế chất dẫn xuất: 
cũng có thể là các tạp bẩn. _ | 

Giải pháp là rửa cột kỹ, thay mới nút chặn, kiểm tra đầu lọc của khí 
- mang. 

7. CÁC ỨNG DỤNG CỦA SẮC KÝ KHÍ 

Sắc ký khí được áp dụng cho nhiều mục đích khác nhau. 

_-% Đổ biết được độ tỉnh khiết của những hợp chất cần phân tích. 

% Theo dõi phân ứng hoá học: để biết diễn tiến xảy ra của một phản 
ứng hoá học, cũng như biết được hiệu quả của việc tỉnh chế một hợp chất. 

% Biết được số cẩu tử hiện diện trong hỗn hợp mẫu phân tích cũng như 
biết được tỉ lệ tương đối của mỗi cấu tử trong hỗn hợp. Máy sắc ký khí ghép 
với khối phổ sẽ giúp biết được cấu trúc của từng cấu tử (tùy vào khả năng của 
thư viện mẫu). _ 
| X Tìm biết sự hiện diện một chất trong hỗn hợp phân tích: Trong quá 

trình muốn biết sự hiện diện một hợp chất X nào đó trong một hỗn hợp mẫu, 
thực hiện sắc ký khí. Sau đó, nếu có mẫu chuẩn X, thêm X vào trong hỗn hợp 
mẫu và thực hiện trở lại sắc ký khí với cùng điều kiện thí nghiệm, mũi của X 
xuất hiện với cường độ cao hơn nhiều so với lần đầu. | 

Tuy nhiên, công việc sẽ khó khăn hơn nhiều trong trường hợp mẫu 
phức tạp, chứa nhiều cấu phân. Việc giải đoán kết quả có thể sai, bởi những 
lý do như sau: và 
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- Một hoặc nhiều cấu phần của hỗn hợp có thể bị phân hủy trong cột. 
- Một mảnh của pha tĩnh có thể bị hư bại hoặc bay hơi. 


- Các mũi của lần phân tích trước, do để thời gian chưa đủ lâu, nên còn 
sót lại cho lần phân tích này. 


- Các hợp chất có thời gian lưu tình cờ trùng với thời gian lưu của mẫu 
chứng. 


* ĐỀ phân tích thực phẩm: Việc phân tích thực phẩm bao gồm các 
khảo sát tìm hiểu về lipid, protein, carbohydrat, các chất bảo quản, các chất 
mùi, màu, các gia chất ngoài ra còn có các vitamin, steroid, thuốc chữa bệnh, 
dư lượng thuốc trừ sâu. các vết kim loại... Phần lớn các hợp chất nói trên đều 
không có tính bay hơi và ngày nay người ta thường sử dụng HPLC để phân 
tích thực phẩm. Tuy vậy, sắc ký khí vẫn còn thường được sử dụng trong việc 
phân tích thực phẩm. _ 


Muốn có thể phân tích bằng sắc ký khí, các loại hợp chất nói trên được 
thực hiện phần ứng hoá học như sau: các lpid, các acid béo được chuyển 
thành dẫn xuất metyl ester. Các protein được thủy giải bằng dung dịch acid, 
tiếp theo đó được ester hóa thành N-propyÌ ester. Các carbohydrat được silyl 
hoá để biến thành chất dẫn xuất có tính bay hơi. 


Nhờ việc biến đổi như thế, các công ty xí nghiệp vẫn thường sử dụng 
GC để thường xuyên phân tích các mẫu sản phẩm. 


Trái cây, rau quả, nước uống nhẹ, trà, cà phê.. được kiểm tra hàm 
lượng các hợp chất hydroxyacid, các hợp chất tính kiểm (acid citric, acid 
maleic..) sau khi đã chuyển các hợp chất thành chất dẫn xuất TMS, rồi sử 
dụng cột OV L7 hoặc các cột tương đương. Các flavonol, cafein được phần 
tích trên OV 101. Các hợp chất bay hơi có chứa nhóm chức ph hnỢ" 
(vamillin) sử dụng cột phân cực Carbowax 20M. 


% Để phân tích thuốc uống. 


Sử dụng GC để phân tích thuốc uống CŨHE là một phương tiện bên cạnh 
việc sử dụng HPLC. 
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Tuỳ theo tính chất bay hơi của mẫu cân phân tích, một số mẫu thuốc có 
thể được phân tích trực tiếp bằng GC ngay sau công đoạn chiết tách, hoặc 
hoà tan mẫu thuốc vào dung môi phù hợp, hoặc phải điều chế chất dẫn xuất - 
trước khi phân tích GC. | | 


*% Để phân tích môi trường. 


Sử dụng GC đã được áp dụng rộng rãi để khảo sát các vấn đề về ô 
nhiễm môi trường như bụi từ khí thải của nhiên liệu, xử lý các vụ mùa với 
thuốc trừ sâu, thuốc diệt cỏ, các phế liệu, chất thải... 

Cơ quan bảo vệ môi trường Hoa Kỳ và Hội đồng Âu châu đã đề xuất 
các phương pháp chuẩn để phân tích các chất ô nhiễm trong nước sinh hoạt 
và nước thải. Các phương pháp này gồm cả việc phân tích các loại chất gây ô 
nhiễm với khoảng 40 hợp chất có chứa clor, 40 hợp chất hữu cơ-phosphor và : 
7 carbamat. Qui trình thực hiện là chất cần phân tích được chiết tách bằng 
_ điclorometan, làm đậm đặc dung dịch này và phân tích bằng cột BP 17 hoặc 
-_ QV 17, với đầu đò ECD cho loại hợp chất chứa clor và với đầu dò FPD cho 

hợp chất hữu cơ-phosphor. Các carbamat được chuyển thành chất dẫn xuất 
2,4-diphenyleter trước khi phân tích. 


Thí dụ xác định hàm lượng barbiturat, sử dụng chất nội chuẩn 


Tổng quan: Barbiturat là loại thuốc có hoạt tính làm giảm sự hoạt động 
của hệ thần kinh trung ương. Các dẫn xuất của nó thường hay gặp trong các 
loại thuốc ngủ mà những người tự tử thường hay sử dụng, vì thế ngành y cần 
có phương pháp để xác định chính xác hàm lượng barbiturat trong các loại 
dung dịch sinh lý trong trường hợp sử dụng loại thuốc này quá liều. 


( 1): Barbiton N 


(2): Butobarbiton x9 
(3): Amobarbiton Etyì N. 
(4): Pentobarbiton Isoamyl H 








(Ô): Secobarbiton O Amobarbitor . 
Chíc H 
mẫu lc 
NX N N. 
R H Secobarbiton 
O (R=1-metylbuty!) 


Hình 17: Phổ đồ äE một chất chuẩn gầm hỗn hợp các loại barhiturat, với các điều kiện ghi trong bài 
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_` Nguyên vật liệu: Dung dịch: 0,2% (w/v) barbiton trong nước (internal 
gtandard, IS). 
_. Các chất chuẩn barbiturat: Butobarbiton, amobarbiton, pentobarbiton, 
secobarbiton. | 


___ Các mẫu cần phân By chứa hai hoặc nhiều các loại barbiturat nói 
Cột: 10% Apiezon L trên DMCS chromosorb W. Đầu dò: FID. 
s3 Phương pháp 
| Máy Hewlett Packard 5890 Series IL Khí mang: nitrogen, 12 psi (1 psi 
4 đu cự kPa). 
.Hydrogen: 20 psi. Nhiệt độ cột: 210C, Nhiệt độ chích mẫu: 210°C. 
Nhiệt độ đầu dò: 225°C 


) Barbiturat dễ dàng gắn dính vào thủy tỉnh và cột bằng thủy tính, vì thế, 
trước khi phân tích, các dụng cụ bằng thủy tính cần được silan hoá bằng 
| đimetyldiclorosilan. Silan sẽ xuất hiện tại vị trí của mũi của dung môi. 


Chuẩn bị các dung dịch để sắc ký khí. 
% Dung dịch chuẩn barbiton: x mg barbiton/ 50 mÌ etanol 


% Chuẩn bị các dung dịch: butobarbiton, amobarbiton, pentobarbiton, 
- secobarbiton với chất nội chuẩn barbiton, mỗi loại trong Ì erlen riêng biệt: cho 
vào mỗi lọ một loại barbiturat (50 mg), rót một ít etanol vào để hoà tan, rót 
thêm vào dung dịch này 50 ml dung dịch chuẩn barbiton, cho thêm etanol để 
đạt thể tích cuối cùng là 100 ml. Có các dung dịch lần lượt là A, B, C và D. 
% Dung dịch có chứa barbiturat nhưng chưa biết chứa barbiturat nào và 
có nồng độ bao nhiêu. 


| Sử dụng các dung dịch A, B, C và D chích mẫu vào máy sắc ký khí để 
biết thời gian lưu của mỗi loại barbiturat, so với vị trí của barbiton. Mỗi lần 
_ chích lHl, mỗi loại thực hiện 2 lần. 


Chích mẫu chưa biết, Sử dụng dữ liệu này để xác định loại barDiturat _ 
và nông độ của nó trong dung dịch mẫu chưa biết. 
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_x.. CÁC PHƯƠNG PHÁP CÔ LẬP 
HỢP CHẤT HỮU CƠ 


“lận: 


SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO (HPLC) 


lếi Các nghiên cứu về nguyên tắc của máy sắc ký khí đã được hai tác gi 
Manin A.IP. và Synge R.LM. để xuất từ năm 1950. Đến năm 1955, má: 
được sản xuất để bán ra thị trường và cũng từ đó máy càng được hoàn thiệt 
_!# đến thập niên 1980 các thiết bị của loại máy đạt mức độ hoàn hảo. 

| si Tuy nhiên, điều kiện tiên quyết để một hỗn hợp có thể được phân tíc] 
__ bằng kỹ thuật sắc ký khí là mỗi cấu tử của hỗn hợp phải có áp suất hơi phi 
-_ ấp với nhiệt độ hoạt động của cột sắc ký. 









Van nhiều cổng 


Nơi chích %9) 
mầu vào 










|| Cột bảo vệ 





Cột sắc ký 


Sắc ký đỗ 


_JẤN ‹>+EÐ5585SB5S50858B, 
N ^as;zsn€ am 
¬—......::¡Ô 
f0 lệ thống 
ng vn HN sẻ 
c giờ + điều khiến 


Hình 1: Mô tả tổng quái các bộ phận của máy sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 
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___ Để khắc phục các khó khăn về yêu cầu mẫu khảo sát phải có tính bay 
hơi mới có thể phân tích bằng sắc ký khí, người ta thực hiện phản ứng hoá 
học để biến đổi các hợp chất kém hoặc không bay hơi, thành các chất dẫn 
xuất có tính bay hơi. Tuy nhiên, việc điều chế mẫu thành các chất dẫn xuất 
vẫn còn nhiều vấn để khó giải quyết như sau: | _ 
- Các phản ứng điều chế chất dẫn xuất khó xảy ra hoàn toàn, đưa đến 
sự sai lệch trong việc xác định hàm lượng mẫu chất cần phân tích. 


- Phản ứng có thể tạo thành những dẫn xuất khác nhau. 


- Một số lớn các loại hợp chất, dù đã được chuyển đổi thành chất dẫn 
xuất, nhưng khi được đun nóng, vẫn không thể bay hơi, mà còn bị nhiệt hủy 
hoại, thí dụ các loại dược phẩm, polymer, protein, phẩm nhuộm... 


_ Việc cần thiết phân tích các hợp chất là nhu cầu bức thiết trong cuộc 
sống, nhưng trong các hợp chất đã được biết, chỉ có khoảng 20% là phù hợp 
cho việc phân tích bằng sắc ký khí. Để có thể đáp ứng cho yêu cầu nói trên, 
kỹ thuật sắc ký lỏng (liquid chromatography, LC) được phát triển, hoàn thiện 
để có được kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao (high performance liquid 
chromatography, HPLC). : 


Năm 1267, Horvath C. là tác giả đầu tiên đã tạo máy HPLC để nghiên 
cứu về nucleotid. Ngày nay, với các ưu điểm như áp suất cao, độ phân giải 
cao, vận tốc sắc ký nhanh.. HPLC được áp dụng trong rất nhiều lĩnh vực 
, nghiên cứu đa dạng như phân tích dược phẩm, các dung dịch sinh lý, polymer 
thiên nhiên hoặc tổng hợp, các loại dư lượng trong môi trường, nhiều loại hợp 
chất vô cơ, các loại nguyên tố hiện diện trong mẫu phân tích ở dạng vết... 
Hơn nữa, các loại đầu dò dùng cho HPLC không làm hư hại mẫu phân tích, 
nên sau khi phân tích, có thể thu hổi mẫu để thực hiện các loại nghiên cứu 
khác như phân tích phổ, thử nghiệm hoạt tính sinh học... 


Hai kỹ thuật GC và HPLC có những khác biệt như sau: 


© VỀ tính chất của mẫu phần tích: trong GC, mẫu cần phải có tính bay 
_ hơi và bền nhiệt, còn HPLC không có giới hạn về tính chất của hợp chất cần 
phân tích: hợp chất có trọng lượng phân tử lớn (polymer), hợp chất không 
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phân cực, hợp chất rất phân cực, hợp chất ion, hợp chất kém bên nhiệt, hợi 
thất có tính bay hơi... _ 


“` - e Về cơ chế tác chất: trong GC, khả năng tách chất dựa vào áp suất hơ 

của các cấu tử trong hỗn hợp, mà không phải là sự tương tác của các cấu t 
của hỗn hợp với khí mang. Trong HPLC, khả năng tách chất dựa vào s¿ 

lương tác của các cấu tử của hỗn hợp với các thành phần của pha động lỏng. 


® VỀ lực duy trì dòng chảy của pha động: trong GC, là một bơm áp lực 
cao, còn trong HPLC, là máy nén hơi tạo áp suất cao, có thể điều chỉnh vậr 
tốc dòng chảy. 


© Về bộ phận để đưa mẫu vào máy: máy GC và HPLC cân một thiết bị 
chế tạo đặc biệt vì phải đưa mẫu từ bên ngoài đang ở áp suất thường vào bên 
trong máy đang ở áp suất cao và hơn nữa pha động lỏng của HPLC có thể 
làm hư hại nút ngăn làm bằng CAO SU. | | 
›-...® Về đâu dò: máy GC cần loại đầu dò thiết kế riêng vì pha động ở thể 
`” a Về nhiệt độ hoạt động của máy: trong GC, các bộ phận thiết bị của 
mấy: bộ phận chích mẫu, cột, đâu dò đều phải được đun nóng, còn HPLC 
höạt động ở nhiệt độ phòng. 
1. CÁC BỘ PHẬN CỦA MÁY HPLC 
: . ˆ Hình l mô tả tổng quát các bộ phận của máy HPLC. 
1.1. Bình chứa dung môi giải ly cột 
_.. Hệ dung môi giải ly cột được được hút ra từ hai bình chứa dung môi. 
Bình được làm bằng chất liệu trơ, thường là bằng thủy tinh. Bình luôn luôn có 
HỆ cái nắp bảo vệ để không cho bụi rơi vào trong bình, nắp có lỗ hở để bình 
luôn thông với khí trời. Trong bình, có một ống dẫn dung môi từ bình vào ống 
sấc ký, ở đầu này có gắn một nút lọc bằng kim loại với mục đích lọc dung 
Tội, và cũng để giữ ống luôn ở dưới mặt thoáng của chất lỏng. Các nhà sản 
xuất có những bình chuyên dùng để cho nút lọc bằng kim loại nói trên lọt vào 
đỗ giếng, bảo đảm đâu ống luôn chạm sát đáy bình, có thể sử dụng đến 






đ\ ào dắt g, 


lọt dụng môi cuối cùng trong bình. 
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Trước khí lắp một bình dung môi vào vị trí hoạt động, cần phải loại bỏ 
phần không khí đã hoà tan vào dung môi trước đó, gọi là khử bọt khí 
(degassing), bởi vì nếu còn lẫn những bọt không khí vào trong luồng dung 
môi đi vào máy sẽ làm cho máy bơm và đầu đò hoạt động kém hiệu quả. 

—* Nối vào. | 
máy bơm 





- Bình chứa dung môi | 
Nút lọc bằng kim loại 
đặt lọt trong giếng 


Hình † 


Dung môi dùng cho HPLC 


Máy HPLC thường sử dụng hỗn hợp hai loại dung môi, tuy vậy cũng có 
những nghiên cứu sử dụng bốn loại dung môi, trong trường hợp này, cần có 
thêm thiết bị phụ trợ thích hợp có bán sẵn. Tỉ lệ của mỗi dung môi trong hỗn 
hợp được điều khiển bằng hệ thống điều khiển. Máy bơm hút hai dung môi 
tong hai bình, đưa vào hộp phối trộn. 


_Có hai kiểu sử dụng pha động trong việc giải ly: giải ly đơn “ độ 
(isocratic elution) và giải ly nông độ tăng dần tuyến tính (gradient elution). 


% Giải ly đơn nồng độ: với một pha động lựa chọn (một dung môi hoặc 
hỗn hợp hai dung môi với tỉ lệ xác định) được sử dụng suốt quá trình sắc ký 
_ cột. Muốn thay đổi qua một loại pha động khác, phải ngưng quá trình sắc ký, 
thay bình chứa dung môi, cho pha động | hoạt động trở lại. 


% Giải ly nồng độ tăng dần tuyến tính: trong quá trình sắc ký, tính 
phân cực của pha động được thiết kế để tăng dần lên từ từ đều đặn, tương tự 
như sắc ký khí, nhiệt độ của cột phân tích được chỉnh tăng dần lên. 


Trong sắc ký lỏng, tính phân cực của pha động giữ vai trò quan trọng 
trong việc tách chất. Việc điều chỉnh pha động để có tính phân cực tăng dân 
tuyến tính được thực hiện bởi một máy trộn dung môi, điều khiển bởi hệ điều 
hành của máy. Kỹ thuật viên chỉ cần đánh lệnh vào máy tính, với chương 
trình mong muốn (Hình 3). 
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SẮC KÝ LỦNG HIỆU NĂNG CA0 (HPLC) 
va Dung môi dùng cho HPLC có thể là nước, các loại dung dịch đệm (pha 
'trong nước), metanol, acetonitril hoặc hỗn hợp của các loại trên. Nếu máy sử 
Í dụng đầu dò UV, dung môi sử dụng phải trong suốt đối với bước sóng mà đầu 
;đồ ÚV đang hoạt động để phát hiện mẫu chất. 

.... __ Tất cả dung môi phải có độ tinh khiết cao, đạt tiêu chuẩn HPLC (HPLC 
tgrade solvent), không có lẫn bụi bẩn, trước khi gắn vào máy HPLC, dung 
'mội phải được khử không khí. Có thể khử khí bằng cách cho một luồng khí 
| helium xục mạnh vào bình với vận tốc 300 ml/phút trong vài phút, bong bóng 
.khí helium sẽ đuổi bọt không-khí ra khỏi bình. Dung môi bão hòa khí helum 
†không làm ảnh hưởng gì đến quá trình sắc ký. Cũng có thể khử khí bằng cách 
_đặt bình, đã được mở nắp, vào một bổn siêu âm và cho máy hoạt động trong 


0- - 100 
| 10- ⁄ - 90 Í 
« 2 : 80 bà 
t& 30- XhC -- 
40- - 60 
s0 - 540 
60- -40 
7T0- -30 
8—Máy 


DƠIm Thời gian ——> 


,, 













Má y trộn dung 
môi với độ phâ 

cực tăng dần 
HH Hiiin _ tlÓU L0, 


thà Hình 2: Mô tả máy trộn dung môi với độ phân cực tăng dần như sơ đổ minh họa 


.4 sứ 


3u: Bảng 1: Một số dung môi và tính chất của chúng. 


Nhiệt độ Độ nhớt Bước sóng hấp thu 
sôi (°C) (mN.S.m”) UY (nm) 


_ h 
„-Ì 
ñ 


. 1i 






-† Toluen 
{ Đietyl cter 


“Dịclorometan 


- [Tetrahydrofuran ... 
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: : 
An 
11,4-DIioxan _ 

Etyl acetat 
_Dịe SH, 


SE —EE | 
: 2-Propanol Ỷ | 
| †'""NBJ@bosoggpe: 


Mewl—— 

















1.2. Máy bơm 


Loại bơm của máy HPLC là loại bơm đặc biệt với áp suất rất cao lên 
đến 7.000 psi (48,3 MPa) để bơm một dung môi (pha động) đi xuyên ngang 
qua một pha tĩnh (được nhi thật chặt bởi những hạt thật mịn) với một vận tốc 
không đổi, thường vào khoảng 0,5—4,0 ml/ phút. 


Bơm được cấu tạo bằng chất liệu để chịu đựng được dung môi hữu cơ 
và các dung dịch đệm. 
1.3. Cột sắc ký (và cột bảo vệ) 


Cột HPLC được làm bằng thép không gỉ, thường đài 10-25 cm và có 
đường kính bên trong 2,1—4,6 mm. Cột sắc ký được nhôi thật chặt bởi những 
hạt nhỏ đường kính < 5 hm, đạt tiêu chuẩn >10.000 mâm lý thuyết/mét. 


"Trước khi pha động đi vào cột phân tích, nó phải được cho đi ngang 
một cột bảo vệ (guard column), sử dụng để lọc bỏ những chất tạp bẩn còn sót 
lại. _ p 


Cột bảo vệ không đắt tiền nên cần được thay mới thường xuyên. 
1.4. Bộ phận chích mẫu vào máy 


Cho mẫu vào một pha động ở vị trí trên đầu cột là một vấn để kỹ thuật 
của máy HPLC vì lúc đó hệ thống đang ở áp suất cao, hơn nữa, pha động 
lỏng có thể làm hư hại nút ngăn làm bằng cao su. 
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h SẮC KÝ LNG HIỆU NẴNG CAO (HPLC) 
9... Máy HPLC có hệ thống chích mẫu đặc biệt: ống chứa mẫu (sample 
'#föop), là van có hai cổng, giúp định hướng dòng chảy của pha động chỉ có thể 
`W trên một trong hai con đường khác nhau. Khi máy đang hoạt động đều, pha 
__ động lỏng đi xuyên ngang qua cột sắc ký nhờ một máy bơm tạo áp suất cao. 


` »'Ề ~ 2 ^ & `. z z ^“ ` # Là 
',__ Mẫu khảo sát (ở bên ngoài máy, áp suất thường), được chích vào máy 


-_ nhờ vào một kim tiêm (Hình 3a). Gạt van theo chiều qui định (hình 3b), ống 

_ chữa mẫu được nối thông vào bên trong máy, pha động lỏng thổi ngang qua 

__ [đoạn ống chứa mẫu, cuốn hết các chất mẫu nằm trong ống đi vào trong mắy. 

_ Trong khi con đường (A) hoạt động thì đường (B) thông ra không khí bên 

Rgoài máy, được khí thổi sạch để sẵn sàng chứa một mẫu mới cho lần phân 
_'ch sau. | : 


` ^ - Ù xi xã lạ) 
Vào cột | Z⁄ Từ máy bơm Vào CỐ 2È Từ máy bơm 





_ Kim tiêm 
: bơm mẫu 
Hình a Me 


Hình 3: Ống chứa mẫu trong HPLC 





„ “Hình a: Vị trí van khi chích mẫu vào hộ phận chích mẫu. Mẫu được bơm vào cuộn 
MẾc chứa mẫu nhờ một kim tiêm, ở áp suất thường. 
DMT: _ Hình b: Vị trí van khi muốn đưa mẫu vào bên trong máy, pha động thổi ngang qua 
cuộn chích mâu, lôi cuốn những chất ở trong cuộn để đưa vào trong máy. 


_ 1,5. Đầu dò (Có mục trình bày riêng) 

:8:CÁC LOẠI PHA TĨNH ĐỂ NHỒI CỘT SẮC KÝ HPLC 

Ỷ Cũng giống như cột sắc ký khí, có nhiễu loại pha tĩnh để nhồi cột 
"HPLC, tuy nhiên với HPLC lại đa dạng hơn. Tất cả các kỹ thuật sắc ký đều 
cỡ cột HPLC: cột pha thường (normail phase column), cột pha tạo nối 
(Bonded phase), cột pha đảo (reverse phase), cột trao đổi ion (ion exchange 
column), cột sắc ký gel (size exclusion column)... 
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Các loại nguyên liệu dùng để nhổi cột sắc ký HPLC là những hạt có lỗ 
rồng siêu nhỏ (microporous particle) với kích thước, dạng và độ rỗng khác 
nhau. Phân lớn các nguyên liệu là silica, là những hạt có kích thước nhỏ, có 
diện tích bề mặt lớn (200-300 m'/g) và chịu đựng được áp suất tương đối cao. 
Các loại nguyên liệu khác có thể là alumin, zirconium, nguyên liệu trao đổi 
_Ton.. 


- Bằng 2: Các loại cột HPLC dùng trong các kỹ thuật sắc ký khác nhau 


Cột pha thường, 
pha đảo, pha tạo 
nối 






Tính chất của hợp chất có thể phân tích 
















Có trọng lượng phân tử nhỏ (< 2.000). Không có 
mang điện tích. Có thể có tính phân cực hoặc 
không. Có thể hoà tan trong dung môi hữu cơ 
hoặc nước. 










Có trọng lượng phân tử nhỏ (< 2.000). Phân tử có 


Cột trao đổi ion S06 GỢ hon: - 
| mang điện tích. Loại hợp chất hoà tan trong nước. 







Có trọng lượng phân tử nhỏ hoặc lớn. Không có 
mang điện tích. Có thể hoà tan trong dung môi 
hữu cơ hoặc nước. 


Cột sắc ký gel 





2.1. Pha thường (Normai phase) 


HPLC pha thường, còn được xem là kỹ thuật sắc ký hấp thu, là phương 
pháp sử dụng một pha động không phân cực, kết hợp với một pha tĩnh phân 
cực. Cơ chế tách chất dựa vào việc phân bố của các phân tử chất tan giữa 
dung dịch và sự hấp thu lên trên bề mặt của pha tĩnh. Nguyên liệu dùng cho 
_ kỹ thuật sắc ký rắn-lỏng này là silica gel, alumin và graphit.. trong đó silica 
được sử dụng nhiều nhất, vì nó có lớp bể mặt mang nhiều nhóm silanol rất 
hoạt tính. Cơ chế hấp thu là sự (ương tác giữa nhóm silanol của silica gel với 
các nhóm chức phân cực của phân tử chất tan (nhóm alcol, amin, ceton, acid 
^ carboxylic). _ 

Sắc ký hấp thu tách tốt các hợp chất có tính không phân cực hoặc phân 
cực vừa phải, giải ly nhờ sử dụng loại dung môi khá phân cực. Kỹ thuật này 
không phù hợp lắm với loại dung môi rất phân cực. 
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ã.. SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO (HPLC) 


Các hợp chất có mang nhóm chức phân cực sẽ tương tác với nhóm hoạt 
_ động bể mặt silanol của silica gel. Các hợp chất càng có tính phân cực càng 

bị hấp thu mạnh, vì thế sắc ký rắn-lỏng phù hợp để tách hỗn hợp gồm nhiều 
_Bợp chất có tính phân cực khác nhau. Kỹ thuật này không phù hợp với các 
_ lại hợp chất tan kém trong dung môi, như hợp chất thơm đa nhân, dâu béo 
-hoặc các hợp chất trong một dãy đồng đẳng. 






| _ Kỹ thuật sắc ký lỏng-lỏng được phát triển từ một nghiên cứu đạt giải 
_Nobel của Mertin và Synge vào năm 1941. Sắc ký lỏng-lỏng bao gồm một 
'#Ha động lỏng và một pha tĩnh lỏng: pha tĩnh này gồm một chất lỏng được 
'cho bao phú lên trên một giá mang (support) nhờ vào một lực vật lý, đó là sự 
._ hấp thu. Để tránh việc dung môi bị trôi tuột khỏi giá mang, dung môi giải ly 
_ phải được bão hòa với các thành phần của pha tĩnh. Pha động và pha tĩnh cần 
_ phải có độ phân cực khác hẳn nhau và hỗn hòa vào nhau. 


_.”_ ` Tuy rằng kỹ thuật nói trên đã được sử dụng nhiễu trong quá khứ, nhưng 


Tgày nay, kỹ thuật sắc ký sử dụng pha tạo nối được ưu chuộng vì có nhiều ưu 
điểm: có thể tái sử dụng lại pha tĩnh; có nhiều loại chất lỏng tương thích để 


“lầm pha tĩnh, cho kết quả tách chất hiệu quả hơn... 


lézi, 


_ Sắc ký lỏng-lỏng có thể phân loại thành sắc ký lỏng-lỏng pha thường 
_ Và sắc ký lỏng-lỏng pha đảo. Loại sắc ký lỏng-lỏng pha thường rất bền nhờ 
sự tạo nối mạnh mẽ giữa pha tĩnh và giá mang. Tuy nhiên, hệ thống gồm 
những cặp không hỗn hoà vào nhau, thí dụ như Isopropanol/ hexan, có nhiều 
Bất lợi vì với các thành phần của mẫu phân tích chỉ cần một sự khác biệt nhỏ, 
_ B số phân bố hoặc là rất nhỏ hoặc là rất lớn. Với hệ thống pha đảo, thí dụ 
như squalan /nước /alcol, dung môi giải ly phải bão hòa với pha tĩnh squalan, 
. đ”ng môi mới không trôi tuột ra khỏi giá mang. _ 

: . Các điểm bất tiện chính của sắc ký lỏng-lỏng là dung môi giải ly phải 
_ Bão hòa với pha tĩnh nên không thể áp dụng kỹ thuật giải ly với dung môi có 
_ độ phân cực tăng dân, phải duy trì pha tĩnh ở nhiệt độ không được thay đổi 

quá nhiều, chỉ khoảng +0,5°%. - | 


_415 


CHƯƠNG 8 





2.2. Pha tạo nối (bonded phase) 


Từ những bất tiện trình bày ở trên, pha tĩnh tạo nối bằng hoá học 
(chemically bonded stationary phase) đã được phát triển, dựa vào các hạt 
silica đường kính 3, 5 và 10 im. Giá mang silica có nhiều lỗ rỗng, có hạt hình 
cầu hoặc có hình dạng bể ngoài không đều. 

Uu điểm: | 

*% Các loại phân tử phân cực, không phân cực, loại ion, loại có khả 
năng ion hóa... đều có thể tách chỉ bởi một cột sắc ký và với pha động phù 
hợp. 

* Có thể chế tạo nhiều loại pha lĩnh với độ phân cực khác nhau. 

_ Có thể lựa chọn nhiều loại dung môi giải Ìy. 


% Dung môi giải ly chủ lực là nước kết hợp với những dung môi hữu cơ 
như metanol, acetonitril là những loại dung môi luôn dễ kiếm, có giá cả phù 
hợp. | 


% Có thể áp dụng kỹ thuật giải ly với dung môi có độ phân cực tăng 
dần mà không làm hư hại pha tĩnh (lớp dung môi bọc bên ngoài trôi tuột khỏi 
giá mang). 


% Hệ thống đạt sự cân bằng nhanh và không để lại các hệ quả xấu. 


Nhược điểm: dung môi chỉ nên ở khoảng pH 2,0-5,5, vượt quá khoảng 
này, pha tĩnh bị đứt nối hoặc bị thủy giải. Không thể sử dụng các dung môi có 
tính oxid hoá. 


_ Điều chế pha tạo nối bằng cách biến đổi các nhóm silanol bể mặt thành 
các nhóm dẫn xuất. Có các loại pha tạo nối như sau: 


e Các nhóm alkyl như octadecyl (C¡sH;;), ngoài ra còn một số nhóm 
khác với dây carbon ngắn hơn như C¡, Cạ, Cạ và aryÌ. 


e Các nhóm phân cực như amino, cyanopropyÌ, eter, điol: 


e Các nhóm trao đổi ion như acid sulfonic, amino, ammonium tứ cấp. 
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__ SẮC KÝ LỎNG HIỆU NẴNG CAO (HPLC) 
2.2.1. Nguyên liệu tổng hợp pha tạo nối 
Bảng 3 trình bày một số loại pha tĩnh có bán trên thị trường với tên 
thương mại, mạch carbon dài ngắn khác nhau. | 


Hình 4 trình bày sơ đồ các loại phản ứng để điều chế các loại pha tĩnh 
tạo nối khác nhau. Các pha tĩnh tạo nối thương mại có 40-60% các nhóm 
silanol được biến đổi thành các dẫn xuất. Các pha tĩnh này chịu được áp suất 
dòng chảy của pha động ở 6.000 psĩ (41,4 MPa) trong khoảng pH 2,0-8,5. 


R-OH Cx)= R () Alcoxysilan | 
| CHạ—R' 
ý R'-CH;-M 2 (3) 
Gxi 
: Cì 


Hạt silica 


(2) TT in Cờ NH—R (4) Alkylaminosilan 


| | CH; 
Lý CisHrSICHA)CI đe Si—CugH; G)C-I§ (ODS) 
g sa CH; 
: C 
C3-f-cme (6) C-n 
C1 


__ Hạ 
'0- Si—CgH¿- CH;-CH=CH; (7) Alcenphenyl 
— CHạ 


CH; 

< Si T(CH;)- O-CH;~CH~CH; () Diol 
CH; ÒH ÒH 
CH; 

(3e SI—CH; -CH;CH;-C^=N (9) Cmmopopy 

nh 

(3e Si—(CH;);-NH, (10) Aminopropyl 

_—_ €Hạ 





: Nhựa trao 
A hoá 
r TH MP > đổianon CÚ 
O-Si-Ph — 
2/ HạO  —ŒI Súlfonat hoá Nhựa tAO (12) 
: | đổi cation 


Hình 4: Sơ đổ biểu diễn các phản ứng điểu chế các loại pha tĩnh tạo nối khác nhau 


Trong phản ứng điều chế ra các loại pha tĩnh tạo nối, giai đoạn thông 
dụng nhất là sử dụng clorur tionyl để biến nhóm silanol thành clorosilan (chất 
2 hình 4). Tiếp đó, có thể gắn các nhóm chức hữu cơ vào silica bằng các dẫn 
xuất Grignard hoặc organolitium, hoặc cho nhóm clorosilan tác dụng với 
amin để tạo nên alkylaminosilan (chất 4 hình 4). 

4U 
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Nguyên liệu của pha tạo nối được sử dụng nhiều nhất là những nguyên 
liệu được tạo thành bằng cách cho nhóm silanol bỀ mặt tác dụng với 
Organoclorosilan giúp nối phá tĩnh vào chất mang, ngang qua nối siloxan (Si- ˆ 
O-Ši). Thí dụ với pha tạo nối ODS (CgH¡;Si-), tác chất sử dụng là 
octadecylclorosilan (chất 5 hình 4). 


Nếu silan chỉ nối với duy nhất một nhóm clor, phản ứng sẽ tạo ra một 
pha tĩnh mang những nhóm dimetylsilan một cách đồng đều (Hình 5, phản 
ứng ở trên) và pha tĩnh như thế sẽ bị che phủ ở lớp mặt (surface loading) bởi 
khoảng 8-12 % carbon. Tuy vậy, trên bể mặt silica, vẫn còn lại khoảng vài 
mươi phần trăm các nhóm silanol tự do, các nhóm này tạo ra hiện tượng mũi 
n hiệu bị kéo đuôi trên sắc ký đổ. Để khắc phục hiện tượng này, cho tác 
dụng với clorur trmetylsilyl, (CH:)sS¡iC1, các nhóm silanol tự do còn sót lại sẽ 
bị khoá chết, còn được gọi là được “che phủ đầu” (end-capping). Với một 
pha tĩnh có sự “che phủ đâu” (end-capping), lượng che phủ bê mặt tăng thêm 
1-2% carbon. : 


Nếu sử dụng diclorosilan hoặc triclorosilan, nghĩa là S¡ nối với hai hoặc 
ba nhóm cÌor, sẽ có phản ứng tạo nối ngang (cross-linking) tạo nên một pha 
nh có mức độ tạo nối không thể xác định được. Vì thế, người ta thực hiện 
phản ứng thủy giải các nhóm clor còn sót lại, cho tác dụng với 
trimetylclorosilan để tạo một nguyên liệu mà phần nên lõi bên trong là silica 
và phủ lên nền này là một lớp dây, đậm đặc, có khoảng 15-25% carbon 
(Hình 5, phản ứng ở dưới). 


| | CH; 
(ào ni —8 375ICCHU.CL (3) -ceme (ODS) 
HạO _. CH;. 


Hạ 
l dh O,_OSi(CH;); 





ĐH tHyySiCH .. _ HO $ d NGg 
OH ơ C Hy (CH:);S¡C1 O : 18537 


\ 


Hình 5: Phản ứng của silica với ocladecyltriclorusilan và hệ quả là các nhóm silann| 
còn sút lại đã được “che phủ đầu” (end-capping) 
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2.2.2. Cơ chế bắt giữ chất của pha tạo nối 


Cơ chế bắt giữ chất của pha tạo nối rất phức tạp, theo nhiều cơ chế 
khác nhau và chưa được hiểu rõ. Có thể hiểu nó có tính chất tương tự như sự 
phân bố trong hệ thống pha lỏng-lỏng và cũng có thể hiểu là có một sự tranh 
dành giữa dung môi giải ly và các phân tử chất tan để chiếm lấy một “vị trí” 
trên pha tĩnh. | 

Các nhóm silanol còn sót lại trên bề mặt của hạt silica có thể gây hiệu 
ứng hấp thu, khiến cho có hiện tượng tín hiệu mũi trên sắc ký đồ kéo đuôi, 
tạo vệt đài. Vì lý do này, nên sử dụng loại pha tĩnh có hàm lượng pha tính che 
phủ cao, hoặc loại có nhóm silanol tự do đã được che phủ đầu. _ 


Lượng carbon che phủ không có ý nghĩa nhiều bằng phân trăm bề mặt 
silica được che phủ vì nó ảnh hưởng đến khả năng giữ chất, tính chất hoá học, 
độ bên về pH của pha tĩnh. Trong thực tế, các nguyên liệu pha nh tạo nối 
của các hãng sản xuất có sự khác biệt nhau đáng kể về khả năng tách chất, 
về sự phù hợp để tách một loại hợp chất hữu cơ cụ thể nào đó... đều căn cứ 
vào qui trình điều chế pha tĩnh với mức độ tạo phủ khác nhau. 


Bảng 3: Một số loại pha tĩnh có bán trên thị trường. 


: Diện tích | Lượng | 
bể mặt | carbon phủ Che phủ 
(%)__| (umoVm”) 


Thê 
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Về việc lựa chọn dây alkyl dài hoặc ngắn: có một nguyên tắc tổng quát 
là các hợp chất tan có tính phân cực được tách tốt hơn nhờ vào pha tĩnh có 
dây alkyl ngắn và chất tan có tính kém phân cực được tách tốt hơn nhờ vào 
pha tĩnh có dây alkyl] dài. 

Pha tĩnh nitil thường để tách các porphyrin. Các pha tĩnh aminoalky] 
thường được sử dụng để tách các loại đường và peptid, tuy nhiên không nên 
_ sử dụng pha này để tách các hợp chất carbonyÌ vì các hợp chất này sẽ tạo 
thành base Schiff với pha tĩnh. 
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SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO (HPLC) 


=................ ....................... 
CH . CH; 

l Si—(CH,);-NH; + ouc-C —+ (ờ»% LG aua®, 
_— CHạ 


Aminopropyl . — Hợp chất carbonyl Base Schiff 


2 .2.3. Pha tĩnh thủ tính 


và: -Hoạt tính sinh học của các hợp chất thủ tính tùy thuộc vào hóa lập thể, 
h lêu. cặp đối phân cho thấy chúng có hoạt tính trái ngược nhau, thí dụ đồng 
Ni D-penicillamin có hoạt tính chữa bệnh trong khi đối phân L-của nó lại 
độc, vì vậy cần phải tách riêng chúng ra. 


SH Cho đến giữa thập niên 1980, các pha ñnh HPLC vẫn không thể tách 
được hỗn hợp gồm hai đối phân, bởi vì hai đối phân có tính chất vật lý và hoá 
học giống hệt nhau. Muốn tách hai đối phân, phải sử dụng thêm một cột phụ, 
đặt, ở vị trí trước cột phân tích chính; cột phụ có chứa một tác chất có tính thủ 
tính (asymmetrical reagent). Khi hỗn hợp tiêu triển đi ngang qua cột phụ này 
| th chúng sẽ tác dụng với tác chất thủ tính để biến thành hai xuyên lập thể 
| phần (diastereoisomer). Biết rằng hai xuyên lập thể phân có tính chất vật I+ 
vã hoá học khác nhau, vì thế dễ đàng tách riêng được bằng một cột pha 
- tường hoặc pha đảo. 


NO; 





3CH:ạ 


¿ h 
NH-CH~-C—NH; z 
hi ng Ò ˆ Tác chât Marfey 


P= 2-[(2,4-Dinitro-5-fluorophenyl)amino]propanamid 

._ Trong HPLC, tác chất Marfey được sử dụng để tạo hỗn hợp xuyên lập 
thể phân với các hợp chất amin hoặc acid amin thủ tính. Tuy vậy, hiệu quả 
của loại kỹ thuật này dựa vào độ tinh khiết của hai sản phẩm xuyên lập thể 
phân tạo thành sau phần ứng. Trong thực nghiệm, hai đối phân tác dụng với 
tác chất Marfey với vận tốc khác nhau, đưa đến hệ quả là tỉ lệ phần trăm của 
sản phẩm tạo thành không đúng với tỉ lệ phân trăm của hai chất đối phân lúc 
bản đầu, nên kết quả không hoàn hảo. Chính vì nhược điểm đó mà các nhà 
khoa học đã nghiên cứu và đã đề xuất loại pha tĩnh thủ tính (chiral stationary 


phas©) 
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Nguyên tắc hoạt động của pha tĩnh thủ tính: hai đối phân sẽ biến thành 
(với tính chất tạm thời, trong một khoảng thời gian ngắn ngồi, thoáng qua) 
hai xuyên lập thể phân đối với pha tĩnh, tạo nên phức chất kém bền. Phức 
chất nào kém bên sẽ bị giải ly ra khỏi cột nhanh hơn so với phức chất kia. 


® Pha fĩnh Pirkle 


Tác giả Pirkle đã chế tạo pha tĩnh bằng cách cho một dẫn xuất amino 
acid có tính thủ.tính là (R)-N-(3,5-dinitrobenzoyl)phenylglycin gắn vào hạt 
aminopropylsilica có kích thước 5 um ngang qua một nối hóa trị hoặc bằng 


lực hút tĩnh điện giữa hai ion ngược dấu (Hình 6). 


ĐỂ pha tĩnh Pirkle nhận diện được một hợp chất thủ tính, chất đó phải 
Có í† nhất ba vị trí tương tác với pha tĩnh, trong đó phải có một vị trí phụ thuộc 
vào hóa lập thể. Ở các vị trí, sự tương tác có thể xảy ra nhờ vào các yếu tố 
sau: sự cho và nhận điện tử œ giữa những mảnh nhân thơm (n-donor, r- 
ACC€ptOr aromatic fragments); sự tạo nối hydrogen liên phân tử và sự hút 
lưỡng cực. | 


Khi có ba điểm tương tác xảy ra, sẽ tạo nên một phức xuyên lập thể 
phân giữa pha tĩnh và chất thủ tính. Phức chất này được thành lập một cách 
thoáng qua, tạm thời và thuận nghịch. Mỗi đối phân sẽ tạo một phức với pha 
nh với mức năng lượng khác nhau. Đối phân nào tạo phức bền hơn với pha 
tĩnh sẽ bị pha tĩnh giữ lại trong cột mạnh hơn, vì thế sẽ ra khỏi cột chậm so 
với đối phân kia. 

Pha tĩnh Pirkle có nhiều vị trí có thể gây nên những loại tương tác như 
trình bày trên, nên pha tĩnh này được sử dụng để tách nhiều loại cặp đối phân 
như: alcol, hợp chất thơm có mang nhóm diol, điacylglycerol, những thuốc 
chữa bệnh có cấu trúc là các hợp chất đị hoàn.... 


_ Thí dụ pha nh đã giữ mạnh đối phân (R)-ibuprofen như minh họa 
trong hình ó. 
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SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO (HPLC) 


'§ H —CH;-CH;-CH;- #rọ 
O ọ /OR 10; 
CNH-CHyCH„-CHsO |_ ¬h 


Xứ C-. ” : ta | S4 tới. ) 
® I1 Nối ¡ ion 


:Lh _Pha tĩnh Pirkle Nối hoá trị 





vi 7ó H 
ẫ NT 2 C— N c© (R)-Ibuprofen 
__Ö_ trí tương tác giữa pha tĩnh O2N : 
_Pirkle và dẫn xuất amid š » \ ợ Ò QR 
. của hợp chất (R)-ibuprofen t3 hộ | | CONHCH;-CH;-CHạ—§ï—Q 


Quan sát tìm vị trí thứ tư. ' 
b : O;N h NCSH- Ô— 


Hình 6: Sự tương tác giữa pha tĩnh thủ tính Pirkle với dẫn xuất amid của (R)-ibuprofen 


e Pha tạo nổi cyclodextrin 


_ Cyclodextrin là carbohydrat có vòng, có tính thủ tính được cấu tạo bởi 

sáu, bảy hoặc tám đơn vị glucopyranose và được gọi tên lần lượt là: œ-, - và 
-'#-cyclodextrin. Chỉ có B-cyclodextrin là được chọn làm pha fĩnh thủ tính 
_trong sắc ký. _ 


- Một đơn chất B-cyclodextrin có cấu trúc như một hình ống trụ rỗng bị 
- cất cụt ở hai đầu. Đường kính bên ngoài của ống: 1,53 nm (x); đường kính 
bên trong của ống 0,78 nm (y); chiều cao của ống: 0,78 nm (z). Kích thước 
của œ-cyclodextrin với x = 1,37 nm; y= 0,57 và z = 0,78 nm. Kích thước của 
-cyclodextrin với x = 1,89 nm; y= 0,95 và z = 0,78 nm. 


 ƯỢ. Mặt trên và mặt dưới của cyclodextrin là một số nhóm hydroxyl nhị 
' cấp. Mặt bên ngoài ống được bao bọc bởi những nhóm hydroxyl. Mặt bên 
ng của ống này được cấu tạo chủ yếu là các nhóm -OH và các nối 
.` đ¿4-glycosic và mặt này có tính thủ tính với khoảng chừng 30 tầm thủ tính. 


Khi cyclodextrin được sử dụng. để làm pha tĩnh thủ tính, cơ chế lưu giữ 
_.chất chủ yếu là sự tạo phức chất. Cần phải thực nghiệm trong điều kiện pha 
đão và chất tan cần có một nhóm thế là nhân thơm, để bảo đảm có sự tương 
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tác hoá lập thể giữa chất tan với oxygen 8lycosic, nếu không, chất tan sẽ hiện 
diện ở những vị trí lộn xộn bên trong ống và hệ thống mất tính chọn lọc đối. 
phân. Ngoài ra, có thể có trường hợp chất tan phải có nhóm chức để có thể ở 
VÀO vị trí tạo nối hydrogen với các nhóm hydroxyÌ ở mặt trên của 
cyclodextrin. | 





OH 
<0 -OH 
o3 no So 


HOO2on °Ở HỘ O 


_ HỌ 
B-Cyclodextrin OH 
o1o HƠ 
OH . 
O _ ĐH 
HO-\OH OH HO. 
O OH⁄Q 
O O OH R 
HO | Ông rỗng có chứa 
”—===- 0m... các cầu nối oxygen 
¬~—q.?*®mm——> . ^ ˆ^ 
Các mặt chứa : 8Ìycosic, mật độ cao 








các nhóm các điện tử 
hydroxyl 


nhất cấp 0.78 nm 


Mặt chứa các 
nhóm hydroxyl 
nhị cấp 


Hình 7: Mô hình tổng quát biểu diễn không gian ba chiều của B-cyclodextrin 


2.2.4. Các loại pha tĩnh khác 


HELC có tất cả các loại pha tĩnh giống như trong sắc ký cột cổ điển. Có 
pha nh trao đổi lon với các nhóm chức hoạt động cũng như cho sắc ký gel 
(Size exclusion chromatography, SEC). Pha tĩnh tạo nên bởi divinylbenzen 
được tạo mạng ngang bởi styren cho thấy ưu điểm vượt trội. Các hạt gel có 
kích thước với đường kính khoảng 50-10”Ả, và có khả năng tách chất có 
trọng lượng phân tử trong khoảng từ 10ˆ đến 5x10 Dalton. 
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SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO (HPLC) 






l/ SEC 
vilica hoặc gel hữu cơ. 
Dung môi hữu cơ 


= 
Các chất IEC Dung môi hữu cơ - nước _ 


tan có 

































: to : : LSC 
` kích thước | Không | ion hoặc | Không | Sự HUA diện củai Có Silica hoặc alumina 
khác biệt có th | các đồng phân J. Dung môi hữu cơ 





nhau nhiều 





Không 


/ BPC 2/ LSC 
C18 RP với Silica hoặc 
dung môi hữu alumina. Dung 
cơ phần cực. môi hữu cơ 
phân tử 
BPC LSC 
Pha thường ilica hoặc 
(CN, NH., đìol), 1 
Dung môi hữu cơ 









2 1SC 
Silica có lỗ rỗng lớn, 
Dung môi hữu cơ 


_. # tư tiên chọn 
II] Có cách khác 











Silica hoặc gel hữu cơ. 
Dung mồi hữu cơ, 


phê 


....._. MInh 8: Sơ đổ hướng dẫn việc lựa chọn loại cột HPLC khi muốn phân tích các hợp chất 
tan trong dung môi hữu cơ. 0ác chữ viết tất: SE: sắc ký gel. BPU: pha tính tạo nối. IEC: pha tĩnh 
ty s trao đổi ion. L§C: sắc ký rắnlảng.  - 


SĐ&Ặ 
Silica lỗ rỗng nhỏ, hoặc gel bữu cơ ưa nước. Dung môi nước 


Có 











Các chất 
tan có - 
kích thước 
khác biệt 
nhau nhiều 









Hợp chất ion 
hoặc có thể - 
ion hóa 










tính acid|——_ Có Nhựa trao đổi anion 
Dung môi nước 
` Tính ion IEC ôi 
: Dung môi nước 


_ Ghi chú: 





-1/ ưu tiên chọn g_| 1⁄ Sihica lỗ rỗng to, hoặc gel 2/ Silica lỗ rỗng to, Pha đảo. - 
_®/.Có cách khác hữu cơ. Dung môi nước Dung môi nước-hữu cơ 
am 


tư»: 


__ Hình 8: 8ơ đổ hướng dẫn lựa chọn loại cột HPLC để phân tích hợp chất tan trang nước 
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.. HƯƠNG 8 





Loại gel này trương nở tối thiểu và chịu được hầu hết các loại dung môi 
hữu cơ ngoại trừ aceton, metanol. Hạt gel chịu được áp lực 3.000 psi (20,7 
MP). 


Gần đây, có loại hạt với phần lõi nên làm bằng thủy tinh hoặc silica. 
Các hạt gel có đường kính khoảng 40-2500Ä, và có khả năng tách chất có 
ˆ_ trọng lượng phân tử khoảng từ 10” đến 5x10” Dalton. Loại gel này bền ở pH 
< 10, có thể sử dụng với các loại dung môi nước hoặc hữu cơ. 


_ Hình 8 và 9 hướng dẫn việc lựa chọn loại cột HPLC khi muốn phân tích 
các hợp chất tan trong dung môi hữu cơ hoặc tan trong nước. 


2.2.5. Sắc ký điều chế (preparative liquid chromatography) 


Với các loại cột HPLC trình bày trên là loại cột phân tích, tuy nhiên, 
khi cần thiết cũng có thể sử dụng để cô lập một lượng mẫu chất đủ để phân 
tích NMR. Thực hiện bằng cách mỗi lần chích vào máy một lượng mẫu 
< 3 mg, dùng cột loại phân tích, đường kính bên trong # 4,6 mm; lặp lại vài 
ba lần sẽ thu được đủ lượng mẫu. 


_ Ngoài ra cũng có loại cột điều chế: cột dài 300 mm, đường kính bên 
trong 50 mm, có thể tách đến 1 ø mẫu. _ 
3. CÁC LOẠI ĐẦU DÒ TRONG HPLC 

(Đọc thêm phần phụ lục, về phổ điện từ) 

Hoạt động của đầu dò là để theo đõi dòng chảy của dung môi giải ly 
cột để biết khi nào thì các hợp chất đi ra khỏi cột. Mỗi loại đâu dò có một ` 
nguyên tắc hoạt động khác nhau, nhưng đều phải đạt đến mục đích cuối cùng 
bằng một tín hiệu điện tử và tín hiệu này phải tỉ lệ với một số tính chất của 
chất phân tích, thí dụ mức hấp thu UV, chỉ số khúc xạ... Mức độ đáp ứng của 
đầu dò phải tỉ lệ với số lượng của mỗi chất phân tích hiện diện trong hỗn hợp 
mẫu phân tích. 

_Sự lựa chọn loại đầu dò tùy vào việc nhà phân tích muốn làm việc, 
nghiên cứu trên những loại hợp chất nào và các hợp chất đó có các đặc trưng 
hoá học nào. Từ tính.chất các hợp chất muốn phân tích, chọn loại pha tĩnh 
_ của cột sắc ký, loại dung môi giải ly và loại đầu dò tương thích. 


426 


| SẮC KÝ LŨNG HIỆU NĂNG CAO (HPLC) 
| cả Một đầu đò HPLC lý tưởng đạt một số tiêu chuẩn như sau: 

- Độ bên cao. Không ] làm hư hại mẫu phân tích 
-- Có độ nhạy cao và cho kết quả có tính lặp lại (reproducible) 


_ - Cho đáp ứng tương đồng đối với những chất phân tích có cấu trúc hoá 
_ học tương đồng ` 
_- Không thay đổi khi có s thay đổi nhiệt độ hoặc áp suất. 


RỘNG 


: né ˆ - Có thời gian đáp ứng ngắn, độc lập với vận tốc của dòng. chảy của 
: pm môi giải ly. 
_ 3#; . - Dễ sử dụng. 


Trong thực nghiệm, không có một loại đầu đò nào thoả mản hết các 

. yêu cầu trên. Chỉ có đầu dò khối phổ và đầu dò điện hoá là gương đối đáp ứng 
được các yêu cầu trên. Các nghiên cứu vẫn còn đang tiếp tục để tìm ra được 

_ loại đầu dò mới. | : 


_ Các loại đầu dò HPLC có thể s sắp xếp thành một số loại như sau. 


*% Đầu dò theo dõi một tính chất hoá học đặc trưng của các chất phân 

_ tích mà dung môi giải ly không có tính chất này, nhờ vậy có thể phát hiện sự 

_ hiện điện của chất tan khi nó hiện diện ở trong dòng chảy của dung môi giải 

_ ly. Các tính chất đó là: sự hấp thu UV (ultraviolet absorbance), hiện tượng 
TuÊh quang (fluorescence). 


% Đầu dò theo dõi sự hiện điện một khối vật chất trong dung môi giải 


- ly, khối vật chất đó chính là hợp chất phâu tích: chỉ số Khúc xa (tvflacdve _ 


Iạdex), hằng số điện môi (dielectric constant). 


_ Thí dụ: do sự hiện diện của hợp chất phân tích trong dung môi mà dòng 
danh môi tại vị trí lúc đầu đò phát hiện sẽ có giá trị chỉ số khúc xạ khác với 
giá trị chỉ số khúc xạ của dung môi giải ly lúc không có mẫu chất. 


% Đầu dò kết hợp: tại thời điểm phát hiện, một lượng dung môi cé _ 
chứa mẫu được loại bỏ bớt, tiếp theo, chất phân tích được phát hiện bằng 
phương pháp ion hóa ngọn lửa (FID) hoặc bằng khối phổ (Massc 

_ 8D€CtTOSCODY). _ 
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% Thực hiện phản ứng hoá học để điều chế chất dẫn xuất của hợp chất 
phân tích. Có hai cách: điều chế trước khi mẫu phân tích đi vào cột (pre- 
column derivatisation) hoặc điều chế sau khi mẫu phân tích ra khỏi cột (post- 
column derivatisation). 


Bảng 4 trình bày một số tính chất đặc trưng của một số loại đầu dò. 


3.1. Đầu dò đo hấp thu tia tử ngoại (Uitraviolet detector) 


_— Lúc khởi đầu, pha động di chuyển ra khỏi cột, sắc ký đồ vạch một 
đường thẳng còn được gọi là đường nên với mức hấp thu bằng zero. Khi dòng 
- dung môi có mang chất phân tích, chất phân tích sẽ hấp thu UV khiến cho sự 
hấp thu của dòng dung môi thay đổi, ống quang điện làm xuất hiện một Díc 
_ trên sắc ký đồ. 


Tia truyền 


Ì Tia tới qua : 
7 / Sự hấp thu Ả Ạ 


Định luật Beer-Lambert 


lo 
= ÌOog ——,~g.C.Ì 
O8 T £E 


) 


A : Độ hấp thu ở một 
Ống chứa bước sóng cụ thể 
?o : Cường độ ánh sáng tới : 
7 : Cường độ ánh sáng truyền qua 
..e: Nồng độ mol 
c : Hệ số hấp thu 


Cách tử ¿Loại bỏ _ 
Í—= N _ ốgesae 


>> / Nga HỆ 


từ nguồn sáng lựachọn Ông chứa dung môi có chứa 
bước sóng dung dịch mẫu phân tích 


“Thiết bị tạo . dung dịch 
ra ánh sáng 


: mẫu phân 
đơn sắc. 


tích 












Hình 10: /finh trên: Nguyên tắc đo quang phổ UV. 
Hình dưới: Mô tả nguyên tắc đầu dù UV chỉnh đổi được bước sóng, của HPLC 
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SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CA0 (HPLC) 


Hệ thống đầu dò gồm một nguồn sáng, một thiết bị lựa chọn bước sóng, 
một ống quang điện (phototube), một ống chứa dung dịch mẫu phân tích (sau 
khi ra khổi cột sắc ký, dung môi giải ly có chứa mẫu chất sẽ đi ngang qua ống 
này, sau đó, được thải bỏ hoặc thu hứng mẫu trong trường hợp sắc ký điều 
chế). 


Có loại đầu dò chỉ hoạt động ở một bước sóng cố định, cũng có loại có 
thể điều chỉnh để đo ở những bước sóng khác nhau. 


Loại bước sóng thường sử dụng là 254 nm. Bước sóng này dễ dàng có 
được bằng cách sử dụng nguồn sáng là đèn thủy ngân, và lọc lấy tia 254 nm 
hàng một bộ lọc dãy hẹp. Có thể sử dụng các bộ lọc khác để có bước sóng 
220, 313, 334, 365, 436 và 546 nm. Việc lựa chọn để đầu dò hoạt động ở 
bước sóng nào tùy vào sự phân tích loại hợp chất hữu cơ có mức hấp thu: 
mạnh, vượt trội so với những hợp chất khác ở bước sóng đó. 


ILoại đầu dò này được sử dụng nhiều nhất trong máy HPLC, vì nó 
không nhạy với nhiệt độ, có sự đáp ứng tuyến tính giữa sự hấp thu UV với 
lượng mẫu chất. 


Nhược điểm: loại đầu đò này khá kén chọn loại hợp chất phân tích vì 
một số loại hợp chất hấp thu UV rất kém, thí dụ: barbiturat, các loại thuốc trừ 
sâu. Hơn nữa, định luật Beer-Lambert là định luật có giới hạn: đường biểu 
diễn mức hấp thu A theo nồng độ của chất thường chỉ có tính tuyến tính trong 
những khoảng hẹp về nồng độ (low concentration Tange$). 


3.2. Đầu dò mạng diod quang (photodiode array spectrophotometer) 


Đầu dò mạng diod quang cho phép quét (scanning) một cách liên tục 
quang phổ hấp thu của một chất phân tích đang hiện diện trong dòng chảy 
của dung môi giải ly, nên không cần phải làm ngưng dòng chảy. 


Máy quang phổ mạng diod quang có cách bố trí sắp đặt các bộ phận 
của hệ thống ở vị trí ngược lại với đầu dò đo hấp thu tia tử ngoại, trong đó tất 
cả ánh sáng đến từ nguồn sáng đều được tập trung chiếu vào ống chứa dung 
dịch mẫu phân tích (không phải giống như máy đo UV, các ánh sáng đi 
ngang qua một bộ lọc dãy hẹp để chỉ ló ra một tia với bước sóng xác định). 
.Toàn phổ ánh sáng, sau khi đi xuyên ngang qua ống chứa mẫu, được một 
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máy nhiễu xạ ánh sáng toàn phổ (a holographic diffraction g8rating) tán xạ 
thành những bước sóng đơn, các bước sóng đơn này được tập trung vào một 
mạng diod quang. Mạng diod quang là một dãy đâu dò, lên đến 1056 cái, mắn _ 
trên những chíp điện tử (chip), mỗi diod nhận một bước sóng khác nhau với 
độ phân giải của phổ khoảng 1,2 nm. 


Ống chứa 
Dung môi 


chẩybổ Khảo ' ấn đ°Ế ký 

o——j ÀÀ 
Nguồn sáng NN ù 
(Anh sáng Dung môi 


toàn phổ từ cột sắc ký 
từ đèn LIV) 


Ảnh sáng 





Anod quang 





Một ống làm tăng ánh sáng 





Hình 11: Mô tả nguyên tắc đầu đò mạng dind quang 


Khi tia sáng truyền đến diod quang, những dòng điện miliamper được 
phát sinh. Tín hiệu điện tử từ mỗi đầu đò diod quang được xử lý để cho dữ 
liệu hấp thu, dữ liệu này được trình bày thành một phổ, và như thế nhiều phổ 
sẽ được trình bày, mỗi phổ cách nhau ít nhất là 0,01 giây. Dữ liệu hấp thu có 
thể được biểu diễn thành một hàm của bước sóng theo thời gian, như trình 
bày trong hình 12. 


Corticostero 





















Dexametason 
= 0146- h —— 
 ° Cortison i ` —————————— 2¬ 
Ve—- ` ` 
‹<@ | .`t. 
S 0,096 - v$o 
1 . 
^ Š 
0,046 - 


+ 
0004 ———————————_—————— 
t t ! : Ị t Ụ ì 
220 230 240 250 260270 2Š0290 300310 sạo 
Bước sóng, nm 


Hình 12: Sắc ký đổ HPLC với đầu đò mạng diod quang khảo sát một hỗn hợp ba hợp chất. 
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SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CA0 (HPLC) 


3.3. Đầu dò phát huỳnh quang (fluorescence detector) 

Hợp chất phát huỳnh quang là hợp chất phát sáng khi được ánh sáng 
chiếu vào. Một số ít hợp chất có tính chất phát huỳnh quang, thí dụ hấp thu 
bức xạ của một bước sóng và hệ quả là phát ra bức xạ có bước sóng dài hơn 
có tính phát huỳnh quang. Các hợp chất phát huỳnh quang kiểu mẫu thường 

có cấu trúc hoá học là hệ thống vòng tiếp cách nhiều, thí dụ các hợp chất sau. 


x 7» 
SN N : áŠ 
“NP© HỆ em (3 
— -21is Acridi : 
A2 cridine orange N(CH:); 


Eluorescein Bromur ethidium Clorur dansyl 





Nhiều loại hợp chất không phát huỳnh quang nhưng khi cho tác dụng 
với các tác chất mang nhóm fluoro phát huỳnh quang biến thành chất dẫn 
xuất có tính phát huỳnh quang. Thí dụ các amino acid không phát huỳnh 
quang khi tác dụng với ørfo-pthaldehyd hoặc ninhydrin sẽ biến thành các 
chất dẫn xuất có tính phát huỳnh quang. 

Hợp chất clorur dansyl (acid 5-dimetylamino-1-naptylsulfonic) là tác 


chât hữu hiệu để tạo thành chất dẫn xuất phát huỳnh quang với các loại hợp 
chất như amin, amino acid, phenol. 


Các tính chất căn bản của UỤP, chất phát huỳnh quang được áp dụng để 
làm dầu dò trong HPLC. 


Bộ lọc lấy bước Dung dịch 
xZ Zlloại bỏ 


sóng kích thích 






Bộ lọc bước NHnỸỹ 
sóng huỳnh 


quang | + r+rẻ LTTT{† L1 TL. 


Ống quầng điện 
Hình 13: Mô tả nguyên tắc đầu dò huỳnh quang của HPLC 
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————————_— TT... 
So với đầu dò hấp thu tử ngoại, đầu đò huỳnh quang nhạy hơn, có thể 
phát hiện hợp chất hiện diện ở hàm lượng 1 ng/ml, nhưng có tính chọn lọc - 
cao hơn là chỉ cho mũi tín hiệu trên sắc ký đổ khi mẫu phân tích là hợp chất _ 
huỳnh quang, vì thế loại đầu đò này không thông dụng cho máy HPLC. 


3.4. Đầu dò chỉ số khúc xạ (Refractive index detector, RI detector) 


Chỉ số khúc xạ (n) của một chất lỏng hoặc một dung dịch chất lỏng 
được định nghĩa là tỉ số giữa vận tốc ánh sáng di chuyển trong chân không so 
với vận tốc ánh sáng di chuyển qua môi trường đó. Chỉ số khúc xạ không có 
đơn vị. Do vận tốc của ánh sáng trong bất kỳ môi trường vật chất nào cũng 
nhỏ hơn vận tốc ánh sáng trong chân không, nên chỉ số khúc xạ của bất kỳ 
dung dịch nào cũng có giá trị lớn hơn một (> l1). 


Dung dịch 
_ từ cột sắc ký 


Pha động 
tỉnh khiết 






Mặt phẳng \ 
nhạy quang À 
Hình 14: Mô tả nguyên tắc đầu dò chỉ số khúc xạ của HPLC 


“Một tia sáng đi ngang qua hai ống, được cho tẬp trung về một mặt 
phẳng nhạy sáng (photosensitive surface). Khi cả hai ngăn chứa đều có chứa. 
pha động tỉnh khiết, vị trí của tia tới trên bề mặt cảm quang được xem như là 
điểm đối chứng (reference point) và được bút ghi vẽ giá trị zero. Khi pha 
động chứa hợp chất giải ly vừa ra khỏi cột, chỉ số khúc Xạ của một ngăn chứa 
sẽ thay đối, tia sáng bị lệch, và tia khúc xạ của nó sẽ chạm đến mặt phẳng 
nhạy sáng ở một vị trí khác, làm cho bút ghi vẽ một tín hiệu. 
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% Uu diễm 

- Loại đâu đò này thông dụng, vì tất cả hợp chất đều có chỉ số khúc xạ 
đặc trưng riêng (đó là tính chất vật lý của hợp chất), vì vậy, sẽ hiếm khi gặp 
trường hợp một dung dịch chứa hỗn hợp hợp chất mà không ghi được tín hiệu 
nào, bởi vì hợp chất có chỉ số khúc xạ bằng với chỉ số khúc xạ của dung môi 
pha động. "¬ _ | 

- Không làm hư hại mẫu phân tích. 

*X Nhược điểm 


- Độ nhạy cảm trung bình, khoảng Ì ppm mẫu trong dung môi. Nếu so 
với đầu dò hấp thu tử ngoại có độ nhạy là 1 thì đầu dò chỉ số khúc xạ kém 
thua, chỉ là 1/1000. _ 

- Không phân tích được hợp chất ở dạng vết. 

- Nhạy cảm với sự thay đổi nhỏ về nhiệt độ 

- Rất khó làm việc khi giải ly cột sắc ký với pha động mà độ phân cực 
được cho tăng dân tuyến tính vì khó hiệu chỉnh chỉ số khúc xạ giữa mẫu phân 

tích so với chỉ số khúc xạ của dòng dung môi tỉnh khiết sử dụng làm mẫu đối 
chứng đang chảy (đầu dò nhạy cảm khi pha động có sự thay đổi thành phần). 


3.5. Đầu dò đo độ dẫn điện (Conductivity detector) 


Hầu hết các loại đầu dò là đầu dò dẫn điện. Loại đầu dò này đặc biệt 
hữu dụng khi thực hiện với loại sắc ký trao đổi ion, với hợp chất được giải ly 
ra khỏi cột là loại hợp chất ion. Vì thế, máy ghi nhận một cách liên tục độ 
dẫn điện của dòng chảy sẽ rất hữu ích để phát hiện được những hợp chất vừa 
được giải ly ra khỏi cột sắc ký. 

Kiến thức căn bản trong khoa học dung dịch là sự hiện diện của các ion 
trong bất kỳ một dung dịch nào cũng làm cho dung dịch đó có tính dẫn điện 
yếu và có khả năng dẫn một dòng điện. Sự vắng mặt của các ion làm cho 
dung dịch đó sẽ không dẫn điện. Như vậy, dung dịch của các hợp chất ion và 
acid nhất là loại acid mạnh sẽ có tính dẫn điện. Nghĩa là nếu một cặp hai bể 
mặt dẫn điện được ngâm vào dung dịch và được nối với một nguồn điện, sẽ 
thấy dòng điện chảy giữa hai bề mặt đó. 
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†——————__—_——. 





Trong nhiều năm dài, ý niệm về đầu dò độ dẫn điện không được sử 
dụng, kể cả khi có kỹ thuật sắc ký trao đổi ion với pha động là các loại dung 
dịch với nông độ ion cao, chỉ đến khi xuất hiện khái niệm về bộ triệt ion (ion _ 
suppressor). Bộ triệt là một cột ngắn được đặt vào trong dòng chảy, ở vị trí 
liền ngay sau cột phân tích sắc ký. 


Nguyên tắc hoạt động của bộ triệt, giống như một ống khử ion được đặt 
ở đầu ra của vòi nước máy trong các phòng thí nghiệm. Ống khử nước máy 
này sử dụng một loại nhựa trao đổi ion với đối-ion là H” và OH. Các 1ton hiện 
diện trong nước máy như Ca””, CO;”... sẽ trao đổi ion với ion H” và OH' và 
kế đó các ion này phản ứng với nhau, tạo thành nước. Hệ quả là các ion ©-: tải 
CO;”... đã được loại ra khỏi nước. | 

Với máy HPLC, bộ triệt là một cột được nhồi bởi một loại nhựa trao đổi 
ion, nhằm loại bỏ các ion ra khỏi dòng chảy pha động. Tuy nhiên, bộ triệt của 
HPLC phải có tính chọn lọc, chỉ loại bỏ một số loại ion của pha động. 

Máy đo độ dẫn điện có bán sẵn là một buồng chứa mẫu có dung tích 
khoảng I nÌ, để theo dõi các lon vô cơ như Na”, NH¿”, KỶ, cũng như các 
anion, các halogenur X, NO, SOzZ7. Máy đo dộ dẫn là hai điện cực, dán lên 
buồng chứa dung dịch mẫu, và dán lên một cầu Wheatstone có đòng điện 
một chiều, nhờ thế một thay đổi nhỏ về độ dẫn điện của dung dịch giải ly sẽ 
được phát hiện. _ 


Trong phần lớn các loại ion hữu Cơ và vô cơ trong môi trường nước, độ 
dẫn điện tỉ lệ thuận với nông độ của ion hiện diện trong dung dịch. Tuy 
nhiên, các loại hợp chất ion thường được tách khi sử dụng các dung dịch giải 
ly chủ yếu là dung dịch nước có chứa các chất điện ly (electrolytes). Lực ion. 

, CÓ g1á trị cao của dung dịch này sẽ làm giảm độ nhạy của đầu dò dẫn điện, vì 
thế đầu dò dễ bị ảnh hưởng khi đòng chảy (chứa mẫu) có sự thay đổi về thành 
phần hóa học. Với bộ triệt, rất khó áp dụng kỹ thuật giải ly tăng dân độ phân 
cực tuyến tính. Có thể khắc phục bằng cách sử dụng bộ triệt ion để loại bỏ 
các chất điện ly nền (background electrolyte). 


Đầu dò cũng bị ảnh hưởng bởi nhiệt độ. 
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Một sơ đồ đầu dò độ dẫn điện, ống dẫn dung dịch giải ly đi vào và đi ra 
khỏi buồng chứa mẫu được cho hoạt động như hai điện cực. 


Hai điện cực 


Dung dịch chảy 
ra từ cột sắc ký 
'CC ——— 





_ Hình 15: Mô tả nguyên tắc đầu dò độ dẫn điện của HPLC 


3.6. Đầu dò amper kế (Amperometric detector) 


Đầu đò điện hóa (Electrochemical detector) được thông dụng vì nó 
nhạy, có thể áp dụng để phân tích nhiều loại hợp chất có điện tử linh động 
(electroactiv€). 


Nhiều loại nhóm định chức hóa học (của phân tử hữu cơ) trong dung 
dịch, bị oxid hoá (be oxidised) hoặc bị khử (reduced) sẽ cung cấp một điện 
thế. 


Trong máy HPLC, một điện thế cố định được áp vào điện cực của đầu 
đò với khả năng đủ để oxid hoá hoặc khử một loại hợp chất nào đó đang cần 
khảo sát, và dòng điện sẽ được liên tục ghi nhận. Dòng điện được tạo ra Ở 
trong khoảng nA và sự nhạy, chính xác tốt hơn gấp. 10 lần so với đầu dò hấp 
thu UV. 


Có thể sử dụng loại đầu dò để khảo sát nhiều loại hợp chất như trình 
bày trone bảng Š. 
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Bảng 4: Tính chất đặc trưng của một số loại đầu dò. 































Giới hạn. _Nhạy cảm | Nhạy cắm | Hữu ích với Ti 
phát hiện | Mức tuyến | với tốc độ | với nhiệt | đung môi lệ 

Loại đẩu đò | lượng mẫu dòng chảy| độ pha động | Loại mẫu phân Ẩm 
(0/ mi) tăng độ tích phù hợp n 
phân cực : HPLC 





gradient 












Hợp chất thơm, 
dị hoàn. Hợp chất 
có nhiểu nối đôi 
liên hợp 


Gó Hợp chất thơm, 
dị hoàn 
Vitamin, steroid 








lụ | 5 x1010 
| 

















Photo-diod >2x10?° 


10-10 








101-101 





Ì Hồng ngoại (R) | 10° Hợp chất : 
carbonyl, b 
Hydrocarbon 






Tất cả các loại 
hợp chất 








! Điên hồ Hợp chất có độ 
| Ệ 
Diện hóa. âm điện mạnh. + 
Catecholamin 
Ì Khối phổ Tất cả các loại 






hợp chất 






Hydrocarbon có_ 
thể oxid hoá 





¡ Chuyển qua FID Lên 
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SẮC KÝ LỎNG HIỆU NĂNG CAO (HPLC) 
Bảng 5: Các loại hợp chất có thể được phát hiện bằng đầu dò điện hoá. 
§ xa Oxid hoá 
__ Hydrocarbon INNE _—¬^ NRIG BE — ~V9BE 


_ Quinoin |  Ester | Hợpchấtdiazo 
Hợp chất nitro 


Catecholamin 
C—”Chảy bỏ 





















Điện cực phụ 
(dùng trong pm 
điện hóa, để 
truyền dòng điện 
đến cực thử) 


Điện cực quy chiếu 
(điện cực so sánh) 


Dung dịch chảy 
ra từ cột sắc ký 


Hình 16: Mô tả nguyên tắc đầu dò amper kế của HPLC 


Sự oxid hóa-khử điện hóa của hợp chất có trong dung dịch giải ly là 
nguyên tắc căn bản cho loại đầu dò amper kế điện hoá. Để phát hiện cân có 
ba điện cực: điện cực đo (làm việc), điện CỰC quy chiếu, và điện cực phụ. Cả 
ba điện cực được đặt vào dòng chảy hoặc cho áp sát vào vách ngăn của dòng 
chảy. Điện cực đo được làm bằng thủy tỉnh trong suốt (glassy carbon), platin, 
hoặc bằng vàng. Điện cực quy chiếu được làm bằng clorur bạc và điện cực 
phụ bằng thép không gỉ. Trong đa số trường hợp, điện cực đo được làm phân 
cực (polarized) để gây sự oxid hoá cho hỗn hợp các hợp chất được giải ly. 
Dòng điện oxid hóa được đo, biến đổi thành tín hiệu để được máy phi lại. 


Đầu dò này được áp dụng rộng rãi cho cả các loại hợp chất ion và hợp 
chất trung tính nếu chúng có thể bị oxid hoá (hoặc bị khử) ở một mức điện áp 
phân cực tương đối nhỏ. 


Độ nhạy tốt hơn đầu dò UV, ñi(fe kém thua đầu dò huỳnh quang. 
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MỸ ằẶ .ỲỶÝý. na a.ỶaanỶẳn.--... 
_Nhược điểm: điện cực đo có thể bị tắt do bể mặt của điện cực bị bao 

phủ bởi các sản phẩm của phản ứng điện hóa: cần phải vệ sinh điện cực 

thường xuyên. | 


3.7. Đầu dò LC-IR 


Các nhà nghiên cứu thử nghiệm các loại đầu dò khác nhau cho máy 
HPLC như: phổ cộng hưởng từ hạt nhân, Raman, phổ hấp thu và phóng thích 
nguyên tử... 


Tuy rằng máy sắc ký khí có áp dụng loại đầu dò khối phổ và hồng 
ngoại: máy sắc ký khí ghép khối phổ (GC-MS) và sắc ký khí ghép hồng 
ngoại (GC-IR), nhưng mãi đến những năm gần đây, hai kỹ thuật này mới 
được áp dụng cho máy HPLC: sắc ký lỗng-khối phổ (LC-MS) và sắc ký lỏng 
— hồng ngoại (LC-IR). 


Phổ hồng ngoại là một kỹ thuật phân tích quen thuộc giúp xác định cấu 
trúc hoá học các hợp chất, các hợp chất này có thể ở thể lỏng hoặc thể khí và 
có sẵn các giao diện để có thể đưa mẫu vào máy sắc ký khí (GC) hoặc sắc ký 
lỏng (LC). Đầu dò phải có độ nhạy đủ, để với một dòng chảy từ cột sắc ký 
GC hoặc HPLC, có chứa nanogram mẫu chất trong 1 mÌ dung môi pha động, 
chảy ngang qua, thì đầu dò cũng có thể ghi được một phổ IR. 


Kỹ thuật hông ngoại biến đổi Fourrier (FTIR) giúp đạt các tiêu chí vừa 
nêu ra nhưng vì đắt tiền nên chỉ mới được đưa vào sử dụng những năm gần 
đây. | | _ 


Giá đỡ li Pha động đi ra từ cột HPLC 







Cửa sổ (bằng KBr) `Cửa sổ (bằng KBr)_ 


{| Dung dịch để bỏ 


Hình 17: Mô tả nguyên tắc ngăn chứa dung dịch mẫu đi ra từ cột sắc ký 
được ghi nhận bằng IR trong máy HPLC 
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Kích thước của ngăn chứa pha động (để ghi nhận phổ IR của dung dịch 
mẫu) có thể tích nhỏ hơn 20 HÌ; đoạn đường mà dòng chảy cần chảy ngang 
qua là 2-3 mm. 


Nguyên liệu làm ngăn chứa: Nếu pha động là dung môi hữu cơ, cửa sổ 
để ghi phổ IR được làm bằng NaCl hoặc NaBr. Lưu ý: khi sử dụng loại cửa sổ 
này, pha động chứa mẫu không được có lẫn nước. Nếu pha động là dung môi 
hữu cơ và nước, cửa số phải được làm bằng polytetrafluoroetylen (PTFE) và 
polyetylen. | 


Nhờ kỹ thuật biến đổi Fourrier nhanh, có thể ghi toàn bộ phổ IR của 
từng thành phần của một hỗn hợp khi mỗi chất đó được giải ly ra khỏi cột sắc 
ký và đi ngang bộ phận đầu dò, tại đây hợp chất được lu phổ IR lưu trừ lại 
để phân tích sau này. 


3.8. Đầu dò LC-MS _ 
Máy khối phổ không tương thích (incompatibility) với hệ thống HPLC 
với các khác biệt cơ bản giữa hai loại máy là: 
- Máy khối phổ (MS) hoạt động trong điều kiện: áp suất thấp (chân 


không sâu, high vacuum), nhiệt độ cao, lượng mẫu phân tích rất nhỏ, chất 
khảo sát phải ở thể khí, vận tốc dòng chảy nhỏ (vài nÌ/ phút). 


- Máy sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) hoạt động trong điều kiện: áp 
suất cao, nhiệt độ tương đối thấp, mẫu chất ở trong dòng chảy của pha động 
với lượng lớn thể tích, chất khảo sát ở thể lỏng, vận tốc dòng chảy lớn (vài 
ml/ phút). | 

Khi nối đầu ra của máy HPLC vào một máy khối phổ có nghĩa là mẫu 
chất đang ở trong dung dịch (trong dung môi giải ly) phải chịu một sự chuyển 
đổi với sự cách biệt rất lớn. Để khắc phục những khó khăn trên trong việc 
ghép hai loại máy với nhau, cần phải có một trung gian là giao điện. 

Có nhiều loại giao điện khác nhau dùng cho HPLC-MS như: tia nhiệt 
(thermospray, TSP), Ion hóa hóa học ở Ở áp suất khí quyển (Atmospheric 
pressure chemical ionization, APC]), chùm tia hạt (Particle beam, PB), phun 
lon (Electrospray, ES) ... Tùy thuộc vào khối lượng phân tử và đặc tính (phân 
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cực-không phân cực) của hợp chất khảo sát, sử dụng máy LC-MS với các kỹ 
thuật giao diện khác nhau. _ 

Hình 19 cho biết phạm vi thích hợp để áp dụng LC-MS trong việc khảo 
sát các hợp chất có khối lượng và tính chất khác nhau. 
Máy khối phổ 


—————| Buổng 
ion hóa 



















Đầu ra của cột, 
máy HPLC Ề 








+. ^ kể 
Mẫu chất ở trong X an BẠN) 
lượng lớn thể tích _ Ninh s : á 
dung dịch giải ly, _ hệt ypi hấp | 
trong máy áp -5 Đến bộ phận phát hiện 
suất rất cao _ 1Ø” mmHg của máy khối phổ 


_Hình 18: Sơ đồ tổng quát máy sắc ký lông ghép khối phổ (LC-MS) | 


Hợp chất ESI (lon hoá bằng phun ion) 
ion _ 


Hợp chất | APCI (ion hoá hoá hoè 
phân cực ấp suất khí quyển) 
TSP (tia nhiệt) | 


Hợp chất 
không | 
phân cực | ˆ Khối lượng phân tử 
10 10 có thể ghi nhận 





Hình 19: Phạm vi để áp dụng LC-MS với các giao diện khác nhau, 
tùy thuộc vào khối lượng phân tử và tính chất phân cực của hợp chất cần khảo sát 
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Hình 20. HPLC-MS với hệ thống giao diện tia nhiệt để phân tích hỗn hợp các loại thuốc 
e Hình trên. Giao diện tia nhiệt (Thermospray interface) 


e Hình giữa: Sắc kỹ đồ toàn: - phổ. A: _e0caine; B: acetophenazine, C: chiordiazepoxide; 
D: chiorpromazine; E: chioroquine; F: 'teroin; G: hy0sine; H: imipramine; I: ketazolam; 
ủJ: L§D; K: meprobamate; L: n0rpseudoephiedrine; M: noscapine; N: papaverine; 
0: paracetamol; P: paraquat; 0: phencyelidine, R: phenobarbitone; Š: sulnhanilamide. 


e Hình dưới: Một số khối phổ: khối phổ tủa các mũi E, F, 0, $. 
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3.8.1. Giao diện tia nhiệt (Thermospray Interface) 


Giao diện này cho phép đưa trực tiếp, liên tục dòng chảy của pha động 
vào bộ phận ion hóa của máy khối phổ. Dòng pha động được chuyển vào bên 
trong giao diện ngang qua một ống vi quản đun nóng, có đường kính khoảng 
0,1 mm. Dung môi được làm bốc hơi và hình thành một tia khí có chứa những 
hạt sương mang điện tích. Khi những hạt sương tiếp tục di chuyển ngang qua 
khốt nóng, chúng được tiếp tục làm bốc hơi, khiến cho các hạt sương có mang 
điện tích bị gia tăng gradient trường (field gradient). Và hệ quả là các ion 
được tách rời ra khỏi các hạt sương và tiếp theo, do chịu sự định hướng bởi 
tấm đuổi ion, các ion này di chuyển về cái lỗ (orifice), dẫn vào máy phân tích 
khối phổ. | 

Sự lon hóa càng thêm hiệu quả nếu dung môi pha động của HPLC 
chứa thêm chất điện ly (electrolyte) có tính bay hơi, thí dụ như 0,1-1% acid 
acetic hoặc acetat ammonium. _ 


Hệ thống này có thể làm bốc hơi và ion hóa một cách ổn định một pha 
động có tính phân cực, ở vận tốc dòng chẩy 2 ml/ phút. 


_ Hình 20 mô tả nguyên tắc tổng quát về giao diện tia nhiệt và sắc ký đồ 
HPLC-MS sử dụng giao diện tia nhiệt. _ 
3.8.2. Giao diện lon hóa ở áp suất khí quyển (Atmospheric 
Pressure lonization interface, APCI). 


Giao diện này giúp chịu được dòng chảy của pha động lên đến 2 ml/ 
phút vì thế nó phù hợp để làm việc với nhiều loại hợp chất có tính bay hơi và 
không bay hơi. | 


Pha động lỏng sau khi ra khỏi cột sắc ký HPLC được cho đi ngang qua 
glao diện và tại đây nó được chuyển thành sol-khí (acrosol) bởi một máy 
phun sương bằng khí nitrogen với vận tốc cao. Khí nirogen này sẽ lôi cuốn 
mẫu chất vào buồng nung nóng. Trong buồng nung nóng, tại khoảng không 
gian ở giữa điện cực khử giải ion (discharge electrode) và đối điện cực 
(counter electrode), sự ion hóa xảy ra dưới dạng khử giải. 
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Pha động đì 
ra từ CỘL [» Bộ phận 
phân tích 


khối phổ 










sắc ký _— 





Khí.mang 
"irogen 





Que Corona 
(điện cực khử điện tích) 


Hình 21: Giao điện lon hóa ở áp suất khí quyển trong máy HPLC-MS 


Trong buồng ion hoá, một loại khí phản ứng (reactant gas: metan, 
Isobutan, ammoniac...) được cho biến thành loại ion nhất cấp, ion này sẽ hoạt 
động như một phương tiện để ion hóa. lon này sẽ tác dụng với mẫu hợp chất 
(có khối lượng phân tử là M) để biến mẫu hợp chất thành ion (MH)' có giá trị 
n⁄ lớn hơn 1 đơn vị khối lượng so với m⁄2 của ion phân tử, được gọi là ion 
tựa-phân tử (quasi-molecular ion). 


lon phân tích có thể ở dạng (M+H)” nếu phân tích ở chế độ ion dương 
hoặc ở dạng (M- H)' nếu phân tích ở chế độ ion âm (negative ion mode). Do 
ion tựa-phân tử có nội năng nhỏ hơn so với nội năng của ion phân tử M” tạo 
ra bằng cách bắn phá ion, cách tạo ion kiểu này gọi là sự ion hóa êm địu (soft 
Ionization), cho phép bảo toàn được ion phân tử. 


Các ion tiếp tục đi vào vùng có áp suất trung gian l torr để đi vào các 
điện cực giống như những muỗng hớt bọt (kimmer electrode) và vào bộ 
phận phân tích khối phổ. 


Hình 22 sắc ký đồ của một hỗn hợp gồm 5 hợp chất benzodiazepine 
phân tích bằng HPLC-MS. Trước tiên, máy HPLC tách hỗn hợp thành 5 mũi, 
nghĩa là 5 hợp chất, được đánh số từ 1 đến 5. Dòng dung dịch, sau khi đi ra 
khỏi máy HPLC, được cho vào máy khối phổ, máy phân tích rồi so sánh với 
các dữ liệu trong thư viện máy, cho biết tên, công thức khai triển, khối lượng 
phân tử của mỗi hợp chất có trong hỗn hợp. 
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Hình 22: Sự phối hợp sắc ký lỏng-khối phổ HPLC-APCI để phân tích một hỗn hợp gồm 5 hợp chất 
benzodiazepine. Vận tốc dòng chảy †,2 ml/phúi. Pha động acetonitril: metanol: nước (40:25:35) 


3.8.3. Giao diện Phun ion (Electrospray interface, ESI) 


Giao diện Phun ion là một cải biên. của loại giao diện ion hóa ở áp suất 
khí quyển. _ | 

Trước khi vào bộ phận của máy khối phổ, pha động giải ly ra từ cột sắc 
ký được cho hòa tan vào một hệ mạng chất lỏng (liquid matrix): có thể là 
nước hoặc nước-hữu cơ. Thí dụ: pha động được cho hòa tan vào hỗn hợp đồng 


lượng metanol: dung dịch nước 1-5% acid acctic hoặc acid formic, bấy giờ 
xem như là có dung dịch chất điện ly. 


Pha động này được cho đi vào một ống mao quản làm bằng thép không 
rỉ, đường kính 0,1-0,5mm, và được phun sương ra khỏi ống vi quản với vận 
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tốc phun sương chậm 10-20 kl/phút, sương này sẽ đi vào một vùng có điện 
trường mạnh 3-6 kV (điện thế có thể dương hoặc âm tùy vào việc người ta 
muốn khảo sát ion âm hay ion dương), ở áp suất không khí, có nhiệt độ gần 
với nhiệt độ phòng. | _ 


Dưới ảnh hưởng của điện thế, tại đầu mao quản, dung dịch xuất hiện 
thành những giọt sương nhỏ, mang điện tích dương. Khí ở xung quanh các 
giọt này tạo một nhiệt năng làm bay hơi dung môi ra khỏi 81Qt sương. Ở vị trí 
càng xa lỗ nhun sương, các giọt sương càng có kích thước nhỏ dần, điện tích 
càng tăng lên. hệ quả là những giọt sương mang nhiều điện tích sẽ kém bền, 
dẫn đến sự bùng nổ Coulomb (explode in a Coulombic explosion). Sự bùng 
nổ Coulomb nghĩa là các giọt sương sẽ thành lập nên những giọt sương nhỏ 
hơn nữa, nhỏ nữa... cho đến khi tạo thành ion. 


Tiếp theo, các ion này được hút vào bộ phận phân tích khối phổ. 
Đây là phương pháp ion hóa êm dịu vì chỉ cần cung cấp cho hệ thống 


một năng lượng nhiệt tương đối nhỏ. Khối phổ đồ không có sự phân mảnh. 


lon dương của chất điện 
ly tách ra từ giọt sương ©@)— 


điện tích dương Su siN 
O ® ạ 9® 
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° ° ° 
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© 
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Hình 23: Mô tả tỈng quát sự tạo thành ion dương trong kỹ thuật ESI. 
Một số yêu cầu trong kỹ thuật ESI. 
% Các dung môi phù hợp để phun sương là: etanol, metanol, 
Isopropanol, acetonitril, aceton, tctrahydrofuran, cloroform, điclorometan... 


% Các phân tử của hợp chất cân khảo sát nhất thiết phải được biến đổi 
thành chất điện ly, tan trong dung dịch dùng để phun sương, điều này tùy 
thuộc vào: dung môi sử dụng, pKa của chất điện ly và pH của dung dịch. 
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Pha động và các chất phân tích nhất thiết phải có tính phân cực, bối 
vì pha động cần phải hòa tan các muối cần thiết để biến hợp chất Bình, tích 
thành ion. | 


- Các peptid, protein có thể được biến thành ¡ lon dương bằng cách hòa 
tan vào hỗn hợp đồng lượng metanol: dung dịch nước 5% acid acetic, để 
proton hóa các amino acid mang tính kiểm. _ 


- Các hợp chất như polyetylenglycol có thể được cation hóa bằng cách 
cho tạo thành muối với natri hoặc kali.. 


Nhược điểm 


Các hợp chất'mà phân tử không mang những nhóm chức đễ dàng bị ion 
hóa, cũng có thể áp dụng kỹ thuật ESI bằng cách tạo muối với Na, K, 
_amonium hoặc tạo thành ion âm với acetat. Tuy nhiên, sự hiện diện của các 
cation Na, K có thể đưa đến sự thành lập các sản phẩm cộng, gầy phức tạp 
cho việc giải đoán cấu trúc hoá học. 


- Giải pháp: cần sử dụng phương pháp sắc ký cột, sử dụng một cột để loại 
bỏ muối trước khi đưa vào phân tích ESI. bệ 


tu điểm 


- Kỹ thuật ESI có thể tạo lon dương hoặc lon âm tùy vào việc áp cực 
điện thế. 


- Kỹ thuật ESI ít cho phân mảnh ion, được xem là kỹ thuật ion hóa êm 
dịu hơn APCI, rất thích hợp để phân tích các hợp chất kém bên nhiệt, có tính 
phân cực, có khối lượng phân tử lớn (đo được các protein có khối lượng phân 
tử lớn hơn 130 Kdalton). = 

- Một đặc trưng của cách thức tạo thành ion như trình bày trên là để tạo 
ra những ion đơn điện tích (singly-charged ions), kỹ thuật này cũng tạo ra các 
lon đa điện tích trong trường hợp phân tử khảo sát có mang nhiều nhóm chức 
có khả năng bị ion hóa. 

Với những phân tử lớn, mang nhiều tâm có thể nhận proton, ESI có thể 
tạo ra những Ion phân tử (M + nH)”” khác nhau. Máy sẽ ghi một loạt những 
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mũi của ion phân tử tương ứng với (M+nH)"*/n (với n là số điện tích của 
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Hình 24: Khối phổ đồ của hợp chất Iysozyme ghí bằng kỹ thuật ion hoá ES§I 


- Các nghiên cứu cho biết tính trung bình, mỗi kiloDalton (kDa) khối 
lượng protein khảo sát có mang một điện tích. Vì thế nếu đầu dò khối phổ là 
loại tứ cực, chỉ khảo sát được các hợp chất có khối lượng phân tử trong một 
khoảng nhỏ giới hạn, không thể sử dụng máy này để ghi phổ khối lượng các 
đại phân tử protein. Tuy nhiên, vì nguyên tắc của máy khối phổ là ghi theo :ỉ 
lệ khốt lượng trên điện tích (m2), nên kỹ thuật ion hoá ESI có thể gIÚp xác 
định khối lượng của một đại phân tử có khối lượng phân tử lớn hơn mức khối 
lượng phân tử mà máy khối phổ thường lệ có thể đo đạt. 


Thí dụ một phân tử có trọng lượng phân tử 20 kDa, mang 20 điện tích, 
như vậy, rỉ lệ khối lượng trên điện tích (m2) của phân tử này tương đương với 
phân tử có trọng lượng phân tử 1 kDa. Nhờ vậy có thể đo được trọng lượng 
phân tử của hợp chất này bằng một máy khối phổ với đâu dò tứ cực, sử dụng 
kỹ thuật ion hoá là ESIL _ 

Khối phổ đồ trình bày bằng một loạt những mũi đa điện tích (multiply- 
charged peaks), mỗi mũi tương ứng cho một loại ion, như trình bày trong hình 
24. Kỹ thuật cho biết được giá trị trung bình của khối lượng phân tử. Việc đo - 
đạt mr⁄2 thêm chính xác hơn, so với trường hợp chỉ có một giá trị ⁄ của đơn 
điện tích. T | 
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3.8.4. Giao diện Chùm tia hạt (Particle Beam interface: PB) ˆ 


Máy LC-MS với giao diện Chùm ta hạt là một giao diện bổ sung cho 
kỹ thuật tia nhiệt. 


Pha động sắc ký lỏng (gồm hợp chất khảo sát và dung môi) vừa đi ra 
khỏi cột sắc ký (LC), được bơm dọc theo một mao quản để đến một ống phun 
sương bằng thủy tính. Tại đây dung dịch lổng được chuyển thành đám mù 
sương; những hạt sương nhỏ được phân tán nhờ một dòng khí helium. Khi đi 
ngang qua buồng đuổi dung môi, bụi sương được loại bỏ gần hết dung môi, 
tiếp theo, hạt bụi sương lại được kéo ngang qua những bộ phận phụ trợ để 
_ loại hết dung môi (bộ phận này được giữ ở áp suất và nhiệt độ phòng) trước 
khi đi vào buồng ion hóa của máy khối phổ. 

Ưu điểm của giao diện PB là loại được hết dung môi để có thể thực 
hiện sự ion hóa bằng kỹ thuật EI hoặc CI; có thể chịu đựng được dòng chảy 
của máy sắc ký với vận tốc 0,3-1 ml/phút, chịu được bất kỳ loại dung môi pha 
động giải ly của LC (tuy vậy, nó không hiệu quả nếu pha động là loại dung 
dịch đệm không bay hơi). 

4. ĐIỀU CHẾ CÁC HỢP CHẤT CẦN PHÂN TÍCH THÀNH CHẤT DẪN 
XUẤT | 

Các hợp chất phân tích cần được biến đổi thành chất dẫn xuất vì hai lý 

đo sau. _ _ 

- Không có đầu dò HPLC nào có thể được sử dụng để phát hiện tất cả 
các loại hợp chất vì thế với một đầu dò đang có, cần chuyển các chất khảo sát 
thành chất dẫn xuất phù hợp để gia tăng sự đáp ứng của chúng với đầu dò. 

- Đối với đầu dò có sẵn, có thể biến chất cần khảo sát thành chất dẫn 
xuất để nó có thể đáp ứng áp đảo so với những chất không cần phân tích. 

Có thể biến đổi chất dẫn xuất (rước hoặc saw khi chất khảo sát đi vào 
cột sắc ký, với một số loại tác chất thường sử dụng 


- Các hợp chất khảo sát không có tính huỳnh quang được cho tác dụng 
với tác chất để biến thành chất dẫn xuất có huỳnh quang. 
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- Các hợp chất khảo sát không hấp thu UV hoặc ánh sáng thấy được, 
được cho tác dụng với tác chất sinh màu (chromagenic) để biến thành chất 
dẫn xuất có thể hấp thu mạnh tia UV hoặc ánh sáng thấy được. 


4.1. Tạo dẫn xuất trước khi hợp chất đi vào cột sắc ký 
*% Chất dẫn xuất có nhóm hàm sắc 
Các hợp chất có mang nhóm chức acid carboxylic thường được cho tác 


dụng với bromur naptacy] để tạo thành dẫn xuất ester mà trong cấu trúc của 
nó có mang một nhóm hàm sắc (chromophore unit) nên dễ dàng hấp thu UV. 


Ð „Ð 
—C- -H-C- R=C 0-“€C 
O + ị xẻ. O 


Acid carboxylic 'Bromur naptacyl Dẫn xuất hấp thu được UV 


% Chất dẫn xuất có tính huỳnh quang 


Muốn xác định các amino acid, có thể sử dụng kỹ thuật tạo chất dẫn 
xuất trước khi cho chất đi vào cột. sắc ký và phát hiện bằng đầu dò huỳnh 
quang. 

Phân tích amino acid bằng phương pháp tạo dẫn xuất trước khi hợp chất 
đi vào cột sắc ký được ưa chuộng hơn. Amino acid tác dụng với orfo- 
phtaldehyd với sự hiện điện của một mercaptan, phản ứng xảy ra ở nhiệt độ 
phòng, tạo một dẫn xuất ¡so-indol có mang nhóm thế thio. Dẫn xuất này có 
tính huỳnh quang rất mạnh, có thể được phát hiện bởi đầu dò huỳnh quang. 


: " _ S-CH;-CH;-OH 
H;N-CH-COOH ŒX Bài 122 2u là 

2 ` “ `CH=O Chất dẫn x\ ất ó 

Amino acid orto-Phaldehyd tính XE RBERRD 


Qui trình điều chế dẫn xuất: Lấy 250 uÌ dung dịch orro-phtaldehyd 
(viết tất là OFA) (60 mg OPA/10 mÌ metanol), rót vào 250 uÌ dung dịch đệm 
borat pH 9,4 rồi trộn đều. Thêm vào 25 HÌ dung dịch 2-mercaptoetanol, trộn 
đều. 
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Từ dung dịch trên, lấy 250 ul. Cho vào dung dịch này 25 HÌ dung dịch 
chứa hỗn hợp mẫu amino acid. Quay đều trong 2 phút để phản Ứng xảy ra và 
rút lượng mẫu cần thiết để chích vào máy HPLC: 
4.2. Tạo dẫn xuất sau khi hợp chất đã đi ra khỏi cột sắc ký 

*% Chất dẫn xuất có nhóm hàm sắc 

Hỗn hợp các amino acid được tách riêng ra từng loại amino acid nhờ 
cột sắc ký trao đổi ion, dung dịch giải ly chảy ra khỏi cột được cho tác dụng 
_ với dung dịch ninhydrin sẽ tạo thành chất dẫn xuất là một anion bền nhờ sự 
cộng hưởng, có màu tím đậm, được gọi là màu tím Ruhemann (Ruhemann's 
purple). Cấu trúc của chất dẫn xuất có nhóm hàm sắc nên sự hấp thu ánh 
sáng của hợp chất sẽ được đâu dò UV ghi nhận và chuyển thành các tín hiệu 
theo thời gian; cường độ của mỗi tín hiệu tỉ lệ thuận với nồng độ của amino 
acid có trong hỗn hợp phân tích. 


. @ 
: O , l O 4i 
h OH Pyrdin - N-C— 68:2 'eiiso 
_ HạN-CH-COOH „ 8 + CƠ, + KCH= 
OH 
 Ô O _ 0 ỞÖ 
TNIBĐ acid Ninhydrin Anion màu tím của Ruhemann 


Thời gian lưu của từng loại amino acid biết được nhờ so sánh với giá trị 
Rf của từng amino acid mẫu đã chuẩn bị trước đó. 

Kỹ thuật này có nhược điểm là phải có bộ phận chuyên dụng gắn kèm 
với máy HPLC, thời gian phân tích lâu 1-8 81Ờ và qui trình kém nhạy. 


Dung dịch Dung dịch 
ninhydrin 


lễ cột sắc ký 
















Sắc ký đô 





Ống quang 





Thời gian 


| Cường độ hấp thu 
TT, Ơn 





NDung dịch 
Ö loại bỏ 


Hình 25: Sơ đổ tổng quát của một máy phân tích amino acid, 
phát hiện chất nhờ tạo chất dẫn xuất sau khi hợp chất đã đi rạ khỏi cột sắc ký 


450 


SẮC KÝ LŨNG HIỆU NĂNG CAO (HPLC) 





Có nhiều yếu tố để quyết định nên chọn cách điều chế dẫn xuất trước 
hoặc sau cột. Tạo dẫn xuất trước khi hợp chất đi vào cột sắc ký có thể thực 
hiện một cách thủ công, bên ngoài hệ thống máy HPLC và ít chịu các giới 
hạn về việc lựa chọn tác chất, loại dung môi, thời gian xảy ra phản ứng để tạo 
thành chất dẫn xuất... Nhưng tất cả những yếu tố đó lại là các yêu cầu cần 
thiết cho trường hợp tạo dẫn xuất sau khi hợp chất đã đi ra khỏi cột sắc ký. 


Tuy trường hợp tao dẫn xuất sau cột có nhiều giới hạn về việc lựa chọn 
tác chất, loại dung môi, rồi phải tối ưu hóa các H-Ng số như nhiệt độ phản 
ứng, nông độ của tác chất, vận tốc dòng chảy của tác chất, thời gian để tác 
chất phản ứng với chất phân tích, nhưng kỹ thuật này có ưu điểm là dễ dàng 
xây dựng thành một bộ phận riêng để có thể phép vào một hệ øN khép 
kín, thí dụ máy phân tích amino acid. 


Việc phân tích định tính và định lượng với máy HPLC cũng giống như 
với máy sắc ký khí mặc dù có. một vài khác biệt quan trọng. 


Muốn định lượng cần phải: xây dựng đường biểu diễn chuẩn nhờ vào 
những dung dịch có nồng độ biết trước, để biết được đáp ứng của đầu dò. 
Đường biểu diễn chuẩn phải có tính tuyến tính trong khoảng nông độ mà mẫu 
cần phân tích đang có. 


Máy HPLC cũng có thể sử dụng để cô lập hợp chất với cột nhổi định 
tính (đường kính trong của cột # 4,6 mm), mỗi lần chích dung dịch vào máy 
khoảng 5-20 Hl để cô lập được < 5 mg, thực hiện lặp lại nhiều lần sẽ có thể 
thu được một lượng mẫu chất khá đủ để có các nghiên cứu chuyên sâu hơn. 
Nếu muốn có số lượng nhiều hơn cần sử dụng cột điều chế với cột có đường 
kính trong > 10 mm, cột nhối với các hạt có đường kính > 50 um. 
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CÁC PHƯƠNG PHÁP CÔ LẬP. 
__ HỢP CHẤT HỮU CƠ 


Chương 2 


ĐIỆN DI 
(ELECTROPHORESIS) 


Điện di được biết từ năm 1937 bởi nhà bác học người Thụy Điển Arne 
Tiselius và từ đó, kỹ thuật điện di có nhiều cải tiến, nhất là môi trường điện 
di. Hiện đang thông dụng là điện di trên bản gel (gel clectrophoresis) và gần 

đây là điện di trên ống vi quản (capillary tube electrophoresis). Khi thực hiện 
_ điện di trên một vi quần rất hẹp, có thể áp dụng một điện thế cao hơn thường 
lệ so với khi thực hiện điện di trên bản gel và như thế kết quả sẽ đạt cao hơn. 


Điện di là kỹ thuật tách những hợp chất của một hỗn hợp nhờ điện - 
_ trường. Điện trường là vùng không gian có mang điện tích, thí dụ là vùng 
nằm giữa hai điện cực nối vào một nguồn điện. 

Nguyên tắc của điện di là dưới ảnh hưởng của một điện trường, những 
Ion phân tử (hoặc các đại phân tử có những vị trí có mang điện tích) di 
chuyển với vận tốc khác nhau và theo hai hướng khác nhau trong dung dịch 
điện ly. Sự điện di xảy ra trong môi trường TH là cellulose hoặc gel có 
tấm dung dịch. | 


Một máy điện di có nguyên tắc hoạt động giống như một bình điện giải 
hóa học. Một nguồn điện nối vào hai điện cực để tạo điện trường. Môi trường 
điện di và mẫu chất cần phân tích được đặt ở khoảng giữa hai điện cực. 


Điện di dùng để tách các ion bởi vì chỉ có các ion mới có thể di chuyển 
dưới tác dụng của một điện trường: ion dương đi về điện cực âm và ngược lại, 
ion âm di chuyển về điện cực đương theo một hiện tượng gọi là lực hút tĩnh 
điện (electrostatic attraction). | | 
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Vị trí ban Các ion âm 


Các ion dương xả: lu ệ8 ng 
di chuyển về đầucủahỗn di chuyển về 
ị r$ 
diện cực âm 
Nhìn từ 
trên 
xuống | 
Key Gắn vào 
nguồn điện tin si 
nguồn điện 
Gắn vào Hai tầm Gắn vào 
nguồn điện kiêng nguồn điện 
Nhìn ï 
ngang 


 ¬ 
Điện 
cực 





: Hình 1: Mô tả tổng quát một máy điện di trên giấy 

Các nhà khoa học thấy rằng điện di là kỹ thuật đặc biệt hữu ích để tách 
riêng những hợp chất của một hỗn hợp sinh hóa, thí dụ tách hỗn hợp các 
amino acid, cũng như các hợp chất sinh học khác như protein, acid nucleic... 


Các phân tử phù hợp cho điện di là những loại hợp chất có mang các 
nhóm có tính acid hoặc tính base dễ dàng được ion hóa. Mức độ ion hóa tuỳ 
thuộc vào cấu trúc của hợp chất và pH của môi trường. Thí dụ các amino acid 
có hai giá trị pKa cho nên tuỳ vào pH của môi trường, amino acid hiện diện 
dưới dạng ion âm hoặc ion dương. 


Thí dụ glycin hiện diện chủ yếu ở dạng ion nào là tùy vào pH, được 
minh họa trong hình sau 


@ _ : @ ,Ô) » 
HạN—H;ạC-C~OH F2 -g 2< HạN-H;C-c-#® PB HạN—HạC—C-Q 
O lÌ e&® 
_ _ QUS 
pHI _ — lon lưỡng cực pHIl 


Dạng ion lưỡng cực của amino acid thường được gọi là zwitterion. Giá 
trị pH làm cho amino acid có điện tích toản phần bằng zero được gọi là điểm 
đẳng điện (isoelectric point gọi tắt là pI). Khi môi trường có giá trị pH khác 
với pÏ, các amino acid và một số hợp chất tương tự có thể hiện hữu hoặc ở 
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dạng ion âm hoặc ion dương. Dưới sự tác dụng của một điện trường, những 
ion âm sẽ di chuyển về điện cực dương và ngược lại, những ion dương sẽ di 
chuyển về điện cực âm. 


Phương pháp điện di cũng có thể áp dụng cho những hợp chất thuộc 
loại hydratcarbon, đường, sau khi đã được tạo thành các chất dẫn xuất borat 
hoặc phosphat. 

Sự di chuyển của các ion được thực hiện trong môi trường dung dịch 
đệm để bảo đảm pH không đổi. 


Nguyên tắc của sự tách hợp chất bằng điện di như sau. 


a) Các ion mang điện tích ngược dấu nhau sẽ di chuyển theo hai hướng 
ngược chiều nhau và nhờ đó các hợp chất tách riêng ra. 


b) Các ion mang điện tích cùng dấu, tuy đi chuyển cùng chiều với nhau 
nhưng vì di chuyển với vận tốc khác nhau nên hệ quả là chúng sẽ tách rời 
nhau ra. 


Vận tốc di chuyển tùy thuộc vào sự linh động tương đối (relative 
mobility) của các ion phân tử. Sự linh động của một ion tuỳ thuộc vào điệ+ 
tích toàn phần của ion phân tử (net charge), tỉ lệ khối lượng/ điện tích (ratio 
of mass/ charge), kích thước và hình dạng của ion phân tử, nhiệt độ của môi 
trường điện di, độ rỗng và độ nhờn của môi trường điện di mà ion di chuyển 

ngang qua. | : 

Môi trường điện di là những chất mang trơ như: giấy, gel agarose, 
acetat cellulose, acrylamid.... 


1. CÁC KIẾN THỨC CĂN BẢN VỀ ĐIỆN Di 
1.1. Căn bản vật lý của điện di 


Một hỗn hợp các hợp chất sinh học có mang điện tích được đặt vào một 
điện trường với một lực điện trường EÈ (field strength), các ion phân tử sẽ di 
chuyển về hướng điện cực ngược dấu với nó. Tuy vậy các phân tử khác nhau 
sẽ di chuyển với các vận tốc khác nhau tuỳ thuộc vào tính chất vật lý của 
phân tử cũng như điều kiện thực nghiệm. 
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"nh nh. n.ố.ẽ 

— Vận tốc đi chuyển của một phân tử có điện tích được mô tả theo 
phương trình sau 

v: Vận tốc di chuyển của phân tử trong điện trường 
-E: Lực điện trường 

q: Điện tích toàn phần của phân tử 

f: Hệ số ma sát 





Hệ số ma sát tuỳ vào nhiều yếu tố: như khối lượng phân tử, mức độ 
chặt chẽ trong cấu trúc phân tử, độ nhớt của dung dịch đệm sử dụng, độ rỗng 
của hệ mạng môi trường điện di. Điện tích toàn phần được xác định bằng số 
điện tích âm và điện tích dương hiện diện trong phân tử. Phương trình (1) cho 
thấy phân tử sẽ di chuyển nhanh hơn nếu điện tích toàn phần lớn hơn. 

_ đả 


=. So: Ø @[s s] 


† 
ì 
1 
‡ 
‹ 


#1 @ 








` Mức khởi hành 


|l; 


Hình 2: Căn bản vật lý của điện di. Phân tử dÌ chuyển trong điện trường có lực điện trường £ tuỳ 
thuộc vào điện tích toàn phần, khối lượng phân tử và hình dạng cửa nó 





Nhận xét: Phân tử càng có nhiều điện tích, và kích thuớc càng nhỏ thì di 
Chuyển càng nhanh về điện cực ngược dấu. Các phân từ có cùng điện tích 
nhưng hình dạng khác nhau sẽ dị chuyển với vận tốc khác nhau, 


Trong thực nghiệm, điện trường được thiết lập bằng cách áp một điện 
thế V vào hai điện cực, đặt cách nhau một khoảng cách d; vì thế, lực điện 


_ trường sẽ là E = V/ d. 


Một dòng điện được truyền tải giữa hai điện cực bởi những thành phần 
của dung dịch đệm, và nhờ dung dịch đệm nên pH của môi trường không 
thay đổi. Trong điện di giá trị pH không được thay đổi. Sự thay đổi pH sẽ làm 
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điện tích toàn phần của các phân tử khảo sát thay đổi theo, dẫn theo việc Kế) 
đổi về sự linh động của phân tử đó. 


Trong điện di, hai loại dung c dịch th được ưa chuộng là Tris-HCI] hoặc 
Tris-glycin. 
__ Định luật Ohfn cho biết mối liên quan giữa V, dòng điện I và điện trở 
R. | _ 
V=R.I 
Khi gia tăng V, dòng điện mạnh hơn khiến cho phân tử di chuyển 


nhanh hơn. Tuy nhiên, thực nghiệm cho thấy việc sử dụng điện thế lớn, tạo ra 
nhiệt trong hệ thống. 


W (watt) = IˆR 


Nhiệt tạo ra ảnh hưởng đến quá trình tách các hợp chất: nhiệt cao có 
thể làm hư hại cấu trúc phân tử khảo sát như protein, acid nucleic... Nhiệt 
tăng cao sẽ làm giảm độ nhớt của dung dịch đệm, điều này có nghĩa là làm 
giảm điện trở R. Khi điện trở R giảm, với trường hợp điện thế không đổi, 
dòng điện Ï tăng, sẽ phát sinh thêm nhiệt. 


Trong thực nghiệm, điện thế luôn được giữ không đổi nhờ một máy ổn 
áp. Một vài trường hợp thực nghiệm điện di với cường độ dòng điện không 
đổi. 

Giếng chứa dung dịch 
mẫu cần phân tích 
Chậu trên, chứa dung dịch đệm 
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bản gel gắn _ | 

vào máy Bản gel _ 
| Chiều . Máy biến điện 

lên di ẹp giữa hai 

chứa dung TP ' | 

dịch đệm _ c#®enerxeeeeeeee=me tớ: > 
—= @ Anod 


Hình 3: Máy điện di cỡ nhỏ, với bản gei được đặt dựng đứng 
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1.2. Các yếu tố ảnh hưởng lên vận tốc điện di 
1.2.1. Điện trường 


Điện trường là dœV/L (với V: điện thế volt; d: khoảng di chuyển; L: 
khoảng cách giữa 2 điện cực). Volt càng tăng tuyến tính thì khoảng di chuyển 
càng lớn. Vận tốc di chuyển sẽ nhanh chóng đạt đến một giá trị không đổi 
(tốc lực cuối) khi không còn một lực thực sự nào tác dụng lên những ion có 
mang điện tích; lực ma sát tạo ra do các ion di chuyển xuyên qua môi trường 
sẽ cân bằng với lực điện thế áp dụng. Như vậy, với những loại nhóm hợp chất 
có cùng điện tích, tốc lực cuối đạt được là do hình dạng và kích thước của 
những loại này. 


Phân tử càng lớn, sự ma sát càng nhiễu, sự tương tác tĩnh điện càng 
chậm trễ và như thế sẽ di chuyển càng chậm. Tuy nhiên, các phân tử có cùng 
kích cỡ thể tích, nhưng có thể có hình dạng khác nhau: thí dụ protein có hai 
loại là hình cầu và hình sợi, nên sẽ có đặc điểm di chuyển khác nhau. 


1.2.2. Dung dịch đệm 


Tại điểm đẳng điện, các amino-acid là chất lưỡng Cực (switterion), 
không thể di chuyển trong điện trường. Tuy nhiên, nếu môi trường có tính 
acid nhẹ, các amino acid hiện hữu ở dạng proton hóa nên có thể di chuyển về 
catod. Cũng tương tự ngược lại, nếu môi trường có tính base nhẹ, các amino 
acid có thể di chuyển về anod. Như vậy, pH của môi trường quyết định chiều 
hướng di chuyển. | 


Có nhiều loại dung dịch đệm hữu cơ và vô cơ như: EDTA, phosphat, 
tris, citrat, barbiton, acetat, pyridi.... Sử dụng borat như chất điện ly để thực 
hiện sự điện di đối với các chất carbohydrat, các polyalcol. Các hợp chất loại 
này sẽ kết hợp với tác chất borat để tạo thành những phức ion, thí dụ borat 
cetyltrimetylammonium. 


Một số dung dịch đệm thường sử ï dụng: tris -glycin (pH 8,3 — 9 5) 
tris -borax (pH 8,3 — 9,3); trịs - acetat natri (pH 7,2 - 8 ))› tr1S - Citrat (pH 7,0 
- 8,5). 


Vận tốc di chuyển của các chất tan (solutes) được kiểm soát bởi pH và 
nông độ của chất điện ly (do lực ion). Khi lực ion của dung dịch đệm tăng, nó 
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sẽ mang theo một lượng điện tăng tương ứng và đồng thời việc tải chất sẽ 
giảm. Điều kiện điện di như thế sẽ cho kết quả là những dãy băng gọn đẹp, 
nhưng mất nhiều thời gian. Hệ thống máy sẽ bị nóng lên, làm dung dịch điện 
ly bay hơi bớt. Nên tránh dùng chất điện ly có nông độ quá đậm đặc. Tuy 
nhiên, nếu dung dịch quá loãng, thời gian di chuyển sẽ ngắn, nhưng cho kết 
quả là những dãy băng phân tán, không sắc nét. 


Đa số các protein đều có điểm đẳng điện (pÏl) ở khoảng 4-7, vì thế, 
dung dịch đệm thường chọn vào khoảng pH 8,0 -9,5. Lý tưởng nhất là làm 
sao có thể thực hiện sự điện di ở pH gần với điểm đẳng điện pI của chúng, 
như thế sự khác biệt về điện tích giữa các protein sẽ nhỏ, khả năng tách 
chúng sẽ lớn. | 

Các protein rất nhạy cảm với lực ion, loại ion và các yếu tố khác của 
dung dịch đệm. Về mặt tổng quát, dung dịch có lực ion thấp (nghĩa là lực dẫn 
điện nhỏ) là có thể phù hợp. Tuy nhiên, nếu lực ion quá nhỏ, sẽ có hiện tượng 
protein kết tụ. 


Nồng độ của dung dịch đệm tốt nhất là trong khoảng 0,05-0,1 M. 
1.2.3. Môi trường chất mang (Supporting media) 


Có nhiều loại chất mang cũng như các máy móc thiết bị đã được thiết 
kế để,dùng cho việc điện di. Các chất mang được sử dụng dưới dạng là một 
dãy băng, chất gel, lớp mỏng. Các chất mang có thể trung tính hoặc có thể có 
những ảnh hưởng vật lý lên quá trình tách chất. Các nguyên liệu dùng làm 
chất mang trong điện di như: giấy lọc, acetat cellulose, gel tạo thành từ tỉnh 
bột, từ agar, từ polyacrylamid, một lớp mỏng silica và alumina. _ 

Dựa vào sự khác nhau của môi trường điện di, các nhà khoa học chia 
điện di làm ba loại: điện di trên giấy (paper electrophoresis), điện di trên bản 
gel (gel electrophoresis) và điện di trên ống vi quản (capillary tube 
electrophoresis). Từ sự khác nhau trên, bản chất của chất điện ly và pH của 
môi trường cũng thay đối khác nhau. 

a) Giấy 

Giấy lọc Whatman số 1 và số 3 MM cắt thành những dãy băng có 
chiều rộng 3-5 cm, rất tiện dụng cho các loại điện di sử dụng dung dịch đệm 

_459 


` 


CHƯƠNG 9 | " 
l1 nnnnsmsasmasm=mm... ae... ốc 
có nước. Dùng giấy số 3 có độ chặt chẽ cao, nên nó sẽ cho đòng điện đi qua 
_ cao hơn khi dùng giấy số 1 (cùng một mức volt). 


Sử dụng giấy có ưu điểm là rẻ, kinh tế, tiện dụng, nhưng khó áp dụng 
cho một số loại phân tử như protein hoặc những đại phân tử có tính thân dầu 
(hydrophilic) vì giấy sẽ hấp thu nên kết quả là các dãy băng bị kéo thành vệt 
đài. 


b) Acetat cellulose 


Trong chuỗi acetat cellulose,' mỗi đơn vị Ølucose chứa 2 hoặc 3 nhóm 
acetyl], có tính hấp thu ít hơn giấy, nên người ta ưa dùng những dãy băng làm 
bằng acetat cellulose. Khi áp dụng cho các loại phân tử như protein hoặc 
những đại phân tử có tính thân dầu (hydrophilic), cho kết quả là các dãy băng 
sắc nét, không có hiện tượng bị kéo thành vệt dài. 


Acetat cellulose mặc dù đất tiền nhưng vẫn được sử dụng rộng rãi trong 
các phòng thí nghiệm y khoa trong việc phân tích những mẫu protein sinh 
vật. | 
C) Gel tỉnh bột | 
Để điều chế gel tinh bột, người ta đun một huyền phù tính bột đạng hạt 
trong dung dịch đệm để có một chất keo trong. Dung dịch sệt này trong quá 
trình để nguội sẽ tạo thành gel nửa cứng (semisolid) là do những chuỗi 
amylopectin nổi mạng ngang, tạo nên những lỗ rỗng. Độ rỗng thay đổi tùy 
theo tỉ lệ phần trăm của tinh bột trong dung dịch đệm. Dung dịch 15% tạo gel 
có lỗ nhỏ nhất, dung địch 2% tạo gel có lỗ lớn nhất. Tuy nhiên, rất khó chế 
tạo gel đồng đều cho mỗi lần phachế 


đ) Âgarose 


Hiện nay người ta thường sử dụng 4garose là một hệ mạng gel 
polysacarid. Hệ polymer này gồm nhiều đơn vị disacarid, với tên gọi là 
agarobiose, bao gồm galactose và 3,6-anhydrogalactose. Agarose cho mạng 
gel đồng nhất và được sử dụng để tách AND. | 
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e) Gel polyacrylamid 


Gel polyacrylamid là sự polymer hoá của monoacrylamid với sự hiện 
diện của chất tạo mạng N,N'-metylenbisacrylamid. Khi hoà tan trong nước, 
chất xúc tác persulfat amonium biến thành gốc tự do (SạOs”—> 2 SO¿Ÿ7 ), gốc 
tự do này xúc tác acrylamid kết thành chuỗi dài. Dung dịch chuỗi polymer 
này tuy rất nhớt nhưng tạo thành gel vì các dây có thể trượt lên nhau. Để tạo 
gel, cần có M,M'-metylenbisacrylamid để nối mạng ngang các chuỗi dây trên 
lại với nhau. Hợp chất N.N,M',N'-tetrametylendiamin, gọi tắt là TEMED, 
được cho thêm vào với nông độ 0,4 % để thúc đẩy quá trình polymer hoá. 


Hệ gel này có tính bền cơ học và trơ về mặt hóa học, với kích thước các 
lỗ rỗng có thể kiểm soát được. 


~ 


Loại gel này có nhiều.ưu điểm là có thể thay đổi độ rỗng lớn nhỏ khác 
nhau nên có thể tách những phân tử có cùng điện tích nhưng có kích thước và 
hình dạng khác nhau; tạo lỗ rỗng đồng đều cho mỗi lần pha chế nên cho các 
dãy băng luôn đồng nhất, rất tiện dụng trong nhiều kỹ thuật khác nhau. 


Có thể chế tạo một bản gel với phần trên bản gel có lỗ rỗng kích cỡ to 
nhưng xuống dưới thấp của bản, gel có lỗ rỗng nhỏ dần đều, dùng để xác 
định trọng lượng phân tử, nhất là các liyu tử protein; hoặc để xác định điểm 
đẳng điện. 


Có thể sử dụng bản gel ` t ngang hoặc đặt thẳng đứng. 


Có thể điều chế gel ở một nồng độ nhất định hoặc có nồng độ tăng dẫn 
tuyến tính. Nồng độ của acrylamid sẽ tạo gel có lỗ rỗng. kích cỡ khác nhau. 
Gel có nồng độ ít hơn 2,5 % được sử dụng để tách các protein có trọng lượng 
phần tử khoảng 1.000.000 và gel có nông độ 30% được sử dụng để tách các 
protemn có trọng lượng phân tử khoảng 2.000. 
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Gel polyacrylamid có giá trị khác nhau về T% (nồng độ polyacrylamid 
của gel) và C% (Độ tạo mạng của gel) sẽ khác nhau về kích thước lỗ rỗng 
trong bản gel, độ cứng, độ bền, đặc tính trương nở của bản gel. 


Bảng 1 cho biết mối liên quan tuyến tính về T%, C% của gel và trọng 
lượng phân tử của các hợp chất. | 


CH;=CHC-NH; CONH; CONH 
ạ O —CH;-CH-CH;-CH-CH;-CH-CH;-CH— 
"H0N0 - CONH. CONH 
Gốc persulphat -= ! | ^H 
” TEMED tha Ti 
CH;ạ=CHC CONH CONH, 
NH _ Cà CH-CH;-CH-CH;-CH-CH;-CH-CH,-CH-CH,-CH-CH,— 
CH _ Ỉ 
Hˆ CONH S CONH; 
- CH;=CHC ng CH; 
hộ CONH CONH 
N,M-Metylenbisacrylamid _CH.CH;-CH-CH;-CH-CH;-CH-CH;— 


Gel polyacrylamid CÔN CONH 








Lỗ rỗng của gel 







Trọng lượng 





















phân tử lớn = 
3s # 
„ Đ 
Trọng lượng. 5 s 
phân tử lớn biện 
| s5 _ 
Vị trí trên bản gel của si Š " kêu Mác ả Phân tử trọng 
các phân tử có trọng dc yờng ã, ẫ : lượng phân tử lớn 
lượng phân tử khác nhau. Đủ lời được lỗ rồng bị kẹt nằm lại 





Hình 4: /?nh trêm: Cấu trúc hóa học của gel polyacrylamid. 


Hình dướt Biểu diễn mội phân tử có trọng lượng phân tử lớn, hị kẹi nằm lại trên bản gel. 
Bản gel với phần trên là gai có lỗ rằng kích cữ lo, nhưng xuống dưới thì gai có lỗ rằng: 
nhủ dần đều, dùng để xác định trọng lượng phân tử 
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Bảng 1: Mối liên quan tuyến tính về T%, C% của gel và trọng lượng 
phân tử của các hợp chất điện di với bản gel đó. | 


T: Nông độ polyacrylamid của gel. C: Độ tạo mạng của gel 
Acrylamid (g) + Bis (g) °Nẽ.ẽốẽẽ.. ng 
F1} % =—---—-=... 6 = : x 100 
Nước 100 ml dung dịch gel *100 ' Acrylamid (g) + Bis (g) 


%T. 

<2,5 

Š 

7 
AY NA 


15.000 - 70.000 
12.000 - 50.000 





——. 













— 7-2 10 |. 14.300 — 330.000 
__ 3-20 2,6 _ 14.300 ~ 210.000 
| 3-30 ——— 13.000- 950.000 


Dung dịch 


53% 





| Kẹp Bản gel 


— ` 
= _ là acrylamid j T 


Hình 5: Dụng cụ chế tạo bản gel với nổng độ acrylamid giảm dẩn gradient từ trên 
xuống dưới. Hai dung dịch có nồng độ 5% và 20% được trộn với nhau nhờ một máy 
trộn theo qui tắc bình thông nhau và cho chảy hỗn hợp dung dịch vào bản 
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1.3. Hiện hình bản gel _ 

Sau khi thực hiện điện di, sự hiện diện của các hợp chất được nhận biết 
bằng cách nhuộm màu bản gel, tương tự như làm hiện hình bản sắc ký lớp 
mỏng bằng các thuốc thử đặc trưng. 

Bảng 2 trình bày các thuốc thử hiện hình bản gel. 

Các phân tử DNA có thể dễ dàng nhận bằng đèn UV nếu khi điện di có 
sự hiện diện của chất huỳnh quang bromur ethidium. Trái lại, với các acid 
nucleotic, sau khi điện di, có thể ngâm bản gel trong dung dịch bromur 
ethidium. 

Protein thường được hiện hình bằng thuốc thử Coomassie blue. Thuốc 
thử Ponceau red kém nhạy nhưng có ưu điểm là loại thuốc nhuộm thuận 
nghịch, có thể loại thuốc thử khỏi protein để có thể thực hiện các nghiên cứu 
tiếp theo trên protein. _ 


Thuốc thử protein nhạy nhất là thuốc bạc. Ngâm bản gel trong dung 
dịch AgNO: cho kết tủa kim loại bạc (Ag”) tại các vùng có sự hiện diện của 
protein hoặc DNA, tạo thành vùng màu đen. Thuốc nhuộm này có nhược 
điểm là sau khi nhuộm màu, cần phải qua nhiều công đoạn rửa bản gel tốn 
nhiều công so với nhuộm bằng các thuốc thử khác, nhưng có ưu điểm là có 
thể phát hiện các protein mà các loại thuốc nhuộm khác không thể làm hiện 
màu. _ | 
Với bản gel điện di, có thể định lượng các hợp chất hiện diện nhờ một 
mật độ kế (densitometer), là một loại quang phổ kế. Máy đo mức hấp thu 
quang ở một bước sóng xác định của mỗi dãy băng trên bản gel, tương tự như 
sắc ký đồ từ máy HPLC. 


Bảng 2: Một số thuốc thử thông dựng để hiện hình bản gel sau khi điện 


di trên gel agarose hoặc polyacrylamid. | 

: `. | Loại chất phát Giới hạn phát hiện 
Amimnoblak  - _ Proein - 400 
Coomassieblice [ — proeim 200 
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| Ponceau red (thuốc nhuộm Protein | 200 — 


thuận nghịch) 


Bis-l-anilino-8-naptalen 
sulfonat (ANS) 
_Nile red | 


| Fluorescamin 
(xử lý protein trước khi điện đi) 


_Proteinử DNA 
SYPRO red_ 
DNA/ RNA 





Protein 





Sắc ký đô 


Nhờ một mật độ kế, 
các vạch trên bản gel 
chuyển thành các mũi 





Mức hấp thu (550 = 


Hình 6: Mật độ kế chuyển các vạch trên bản gel thành các mũi trên sắc ký đồ 


1.4. Điện di với pH liên tục. Điện di với pH không liên tục 

Trong kỹ thuật điện đi cổ điển, môi trường điện di có pH liên tục, sau 
đó, môi trường được cải tiến để gia tăng khả năng tách của bản gel, đó là hệ 
thống bất liên tục (điscontinuous system). 


Môi trường điện di có pH bất liên tục, gồm n lớp gel khác nhau có pH 
ban đầu hoàn toàn khác nhau, được đặt liền kề nhau. 


e Lớp gel phía trên, có chiều cao khoảng một phần năm tổng chiều cao 
bản gel. Gel này có nồng độ polyacrylamid loãng 3-5 %, được pha bởi dung 
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dịch đệm 140 mM Tris-HCI ở pH = 6,9. Gel có lỗ rỗng to, lực ion yếu, pH. 
gần như trung tính. Lớp này được gọi là lớp gel chồng đống mẫu ““ (stacking - 
øel, có thể gọi là lớp gel chuẩn bị). 


® Lớp gel phía dưới có chiều dầy là hai phần năm bản eel còn lại, se] 
có nông độ polyacrylamid đậm hơn, 8-20 %, được pha bởi dung dịch đệm - 
350 mM Tris-HCI ở pH= §~9. Gel có lã rông nhỏ, lực ion mạnh, có pH tính 
base. Lớp gel này được gọi là “lớp øcÌ phân tách mẫu“ (resolving ge]). 


Lực ion yếu của lớp stacking gel khiến cho điện trở tăng cao, nên sẽ 
chịu một lực điện trường mạnh hơn, như thế, cùng với một điện thế cố định 
như nhau, các mẫu ở vùng gei chồng đống mẫu sẽ chịu sự dồn ép mạnh hơn 
khi mẫu ở vùng gel phân tách. Nhờ thế, dung dịch mẫu được đậm đặc hơn, 
chồng đống thành những dãy băng hẹp, tập trung tại giao diện của hai lớp 
øcl, chuẩn bị đi xuyên qua vùng gel có lỗ rỗng nhỏ, để các ion này sẽ tách rời 
nhau ra tùy theo tỉ lệ giữa khối lượng/ điện tích cũng như hình đạng và kích 

thước của các ion đó. | 

Dung dịch mẫu chất được đặt vào các lỗ giếng tạo sẵn trên gel. Mẫu 
được hòa tan trong dung dịch đệm loại sử dụng để điện di, gồm Tris-glycin ở 
pH =§-0, 


HN- CH;~coð HạN- CH;— coo© + H @ (2) 
Dạng lưỡng cực Dạng anion (lon 8Ìycinat) 
pH=6,0 - — pH=§-9 





Khi dung dịch mẫu đi vào phần gel chồng đống, có pH= 6,9: môi 
trường này làm glycin có khuynh hướng dịch chuyển mạnh về chiều tạo ra 
dạng lưỡng cực, không mang điện tích. Dạng này không dị chuyển, không 
hoạt động trong điều kiện điện di. Mà nhiệm vụ của ion dung dịch đệm là 
mang dòng điện trong hệ thống điện di, để duy trì dòng điện với cường độ 
không đổi, cần phải có một luồng anion. Ở pH 6,9, đa Số các protein hoặc 
acid nucleic hiện diện ở dạng anion, các anion này cùng với ion clorur CL 
thay thế ion glycinat làm nhiệm vụ chuyển tải dòng điện. 


Trong thực nghiệm, các ion protein /acid nucleic bị kẹp Ở giữa (giữa 


lon clorur linh động và một lượng nhỏ ion glycinat kém linh động), biến 
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thành những lớp như bánh sandwich. Hiện tượng bị xếp thành lớp như bánh 
sandwich giữa những ion có độ linh hoạt khác nhau trong điện đi được gọi là 
sự đẳng tốc độ trong điện di (isotachophoresis). 


lon clorur là nguyên tử có độ âm điện mạnh nên sẽ di chuyển về anod 
với vận tốc nhanh hơn nhiều lân so với các bất kỳ loại ion nào trong điện di. 
Dãy băng anion này sẽ tạo ra phía sau lưng nó một vùng có độ dẫn điện kém; 
khi vùng này đi xuyên qua phần còn lại của dung dịch mẫu, các phân tử trong 
dung dịch mẫu được sắp xếp lại dựa theo thứ tự từ loại phân tử có nhiều điện 
tích âm nhất cho đến phân tử có ít điện tích âm nhất. Điều này làm cho dung 
dịch mẫu biến thành nhiều lớp mỏng, chồng đống lên nhau. 





Các loại protein Protein 
được nén lại, chất 


đống lên nhau. 






Mẫu được đặt 
vào trong lỗ 
giếng, pha 
trong pH 6,9, 
200 mM glycin 








^ 


Lớp gel chống 
đống mẫu 
(stacking gel) 






Các protein 





Lớp gel phân PP cu khác nhau 
tách mẫu được tách 
xa nhau 


(resolving gel) 





Hình 7: Điện di với gel pH bất liên tục. Dung dịch mẫu (50 nÏ) được đặt vào trong lỗ 
giếng nhỏ ở phẩn “gel chồng đống”. Khi dòng điện được nối vào hệ thống, các phân tử 
protein/ acid nucleic được nén chất chồng đống lên nhau trong phần stacking gel, di 
chuyển đến giao diện, đi vàn phần gel phân tách mẫu, chúng sẽ tách xa nhau ra 
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Khi các lớp chồng đống này di chuyển đến vùng giao diện, chạm đến 
phần gel có pH = 8-9, sẽ có sự gia tăng nông độ các ion gÌycinat một cách bất 
thường, như trong phương trình (2) và bấy giờ sẽ vận chuyển một dòng điện 
lớn. Cùng lúc đó, các ion protein/acid nucleic gặp polyacrylamid có nông độ 
dậm đặc hơn, có lỗ rỗng nhỏ hơn, pH tính base nhiều hơn (hoạt động với chức 
năng như một rây lọc phân tử của g©l). nên các lớp protein/acid nucleic. sẽ 
tách xa nhau ra. 





1.5. Cô lập hợp chất nhờ điện di _ 

Sau khi điện di, có thể cô lập các hợp chất tách ra bằng điện di để tiếp - 
tục các nghiên cứu khác nữa. | 

Thực hiện bằng cách cắt phần bản gel, lấy dãy gel có chứa một loại 
phân tử. Nghiễn nhuyễn phần gel, các polypeptid được giải ly bằng cách 
khuyếch tán vào một dung dịch đệm chứa 0,1% SDS. Các polypeptid này 
được làm đậm đặc lại bằng cách cho trầm hiện với aceton, và hầu hết SDS đã 
được loại bỏ. Hoặc loại bổ SDS bằng nhựa trao đổi ion Dowex. 


Tái sinh tính chất nguyên thủy của polypeptid bằng cách hoà tan chất 
trầm hiện vào guanidin, clorhydrat. 


2. ĐIỆN DI LÀM BIẾN TÍNH MẪU PHÂN TÍCH 


Các polymer sinh học thí dụ như protein, acid nucleic có cấu trúc tứ cấp 
trong không gian ba chiêu là một khối chặt chẽ: chuỗi đây dài gấp nếp lại 
thành nhiều khúc và các khúc này được ø1ữ lại gần bên nhau bởi nhiễu loại 
nối như nối hóa trị, nối ion, nối hydrogen... 

Trong điều kiện không biến tính, các hợp chất có cấu trúc như vừa trình 

-Đãy, sẽ đi chuyển nhờ vào điện tích thực đúng của nó. 


2.1. Điện di với gel SDS polyacrylamid (gọi tắt là SDS-PAGE) 
Chất hoạt động bề mặt sodium dodecy] sulfat (SDS) là một hợp chất có 


dây alky] đài 12 carbon có tính ky nước và một đầu mang nhóm sulfat phân 
cực. Phần mạch dây ky nước của SDS có thể đan xen vào những vùng ky 
nước của protein theo như hoạt tính của loại chất hoạt động bề mặt, làm phá 
vở cấu trúc cuộn tròn chặt chẽ của protein và tạo thành một phức protein- 
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SDS. Đầu sulphat của SDS vẫn còn tiếp xúc với nước và như thế phức “SDS- 
Tn ” luôn được duy trì ở trạng thái hòa tan tốt. 







Phần ky nước Phần ái nước 
2_ @ 
TP cda SƠ đà SP eo, TỬ se CÀ đc Ôn. SÓa 2Na 


J 
| 
| 
n Cấu trúc hóa học của SDS 





+ SDS 








Eoidu gÉo _ Protein duỗi đài ra 

cuộn lại | 
Hình 8: Sự tương tác giữa protein với các phân tử sodium dodecyl suiphat. 
Chất hoạt động bể mặt SDS tương tác với phân tử protein cuộn tròn lại bằng cách bao 
phủ các vùng ky nước của polypeptid và để các đầu sulphat hướng ra bên ngoài 


Về mặt thực nghiệm, SDS đã loại bỏ sự khác biệt về điện tích giữa các 
loại đại phân tử trong dung dịch. Protein được SDS bao bọc đều ở bên ngoài, 
thành một lớp che phủ đồng nhất, lớp này có điện tích âm. Các phức 

“protein-SDS” có điện tích toàn phần giống nhau. Phức “protein-SDS ” hoạt 
động như một điện tích âm. : | | 

Kỹ thuật này đưa đến việc tách các đại phân tử dựa vào kích thước 
phân tử của chúng, bất kể tổng điện tích của protein là bao nhiêu. 

_ Kỹ thuật điện đi này được gọi là điện di với gel polyacrylamid có SDS 
(SDS polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). 


Kỹ thuật SDS-PAGE thường được sử Hà để biết trọng lượng phân tử 
của một protein. 


Thực hiện điện di đồng thời hai mẫu: "ãi protein cần khảo sát, đặt 
trong một lỗ giếng và hỗn hợp các protein chuẩn được đặt trong lỗ giếng ở kể 
bên. Trong dung dịch đệm để pha mẫu, luôn cho thêm bromophenol. Hợp 
chất này có màu xanh dương nên trong quá trình điện di, sự hiện diện của 
màu xanh này giúp cho biết mức di chuyển của mẫu chuẩn cũng như của 
mẫu khảo sát ở trên bản gel. Khi các mẫu này xuống gần đến đầu bản gel ở 
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dưới thấp, cho ngừng dòng điện lại, chấm dứt quá trình điện đi, nếu không 
các hợp chất sẽ tiếp tục đi xuống và chạy ra khỏi bản gel, hoà lẫn vào trong _ 
dung dịch đệm. 


Đo khoảng đường di chuyển của mỗi loại protein chuẩn, để thiết lập - 


đường chuẩn là đồ thị của trọng lượng phân tử theo đoạn đường di chuyển 
của protein trên bản gel. 


le Mi | Một số protein chuẩn với trong lương phân tử xác định 
au - Đơn vị (kDa) 

36 kDa SH: Phosphorilaseb..........ỎỎ.Ộ.Ộò 94 
Bovine serum albumin...................... 68“ 

+9 kDa Ovalbumin........................ 0 non 45 

24 kDa | Glyceraldehyd 3-phosphat dehydrogenase..... 36 

20,1 kDa Carbonic anhydrase............................- so. 20 

Bromophenol Trypsinogen.......................... SH 24 

¡4,2 kDa blue Soja bean trypsin inhibitor........... thuc gi 20.1 

œ-Lactabumin..............................c.ccuoc co. «142 


Hình 9: 8D8-PAGE (16 %) của một proain chưa biết trọng lượng phân tử 


Các protein chuẩn được đặt vào lỗ giếng số 1, mẫu khảo sát được đặt tại lỗ số 2. 

_Điện di trong 3 giờ ở 175 V. Sau khi điện di, bản gai được nhuộm màu bằng thuốc 
thử Coomassie blue. Bromophenol blue được sử dụng như thuốc nhuộm dẫn đường 
(tracker de) để cho biết mức di chuyển của các hợp chất trên bản gei 


Tuy SDS-PAGE được sử dụng rộng rãi nhưng nó cũng có nhược điểm. 


*% Kỹ thuật này xem các protein như có dạng hình cầu tròn, với điện 
tích được phân bố đều đặn trên mặt cầu. Nếu protein không đạt dạng hình 
cầu, sự phỏng đoán trọng lượng phân tử sẽ không chính xác. Do các đại phân 
tử sinh học được sắp xếp theo hai dạng hình cầu và hình sợi, vì thế, tuỳ vào 
protein khảo sát có dạng hình cầu hoặc dạng hình sợi, chọn các protein chuẩn 
có dạng bề ngoài đồng dạng. 


* Trong điện di SDS-PAGE, các hợp chất glycoprotein có thể cho sự - 
dị thường là vì SDS không gắn vào phần đường mà chỉ gắn vào phần protein 
của phân tử glycoprotein. Sự giảm điện tích sẽ làm giảm độ dịch chuyển, các 


470 


ĐIỆN Di 





ølycoprotein di chuyển chậm hơn so với các protein có trọng lượng phần tử 
tương ứng, kết quả sẽ nhận được trọng lượng phân tử cao hơn thực tế. 


Tuy vậy, có thể khắc phục bằng cách tăng nông độ polyacrylamid của 
zol, lúc đó sự lựa chọn bằng kích thước sẽ giữ vai trò áp đảo, khống chế được 
sự ảnh hưởng bởi điện tích; trọng lượng biểu kiến sẽ giảm và sẽ đạt được 
trọng lượng phân tử thật. 


2.2. Điện di với gel SDS polyacrylamid trong điều kiện khử 


Nhiều loại protein nhất là loại được tiết ra từ bên ngoài tế bào, thí dụ 
insulin người với cấu trúc của phân tử có chứa các nối disulfur. Các nối 
disulfur được tạo thành giữa hai nhóm mạch nhánh sulphydryl —SH của hai 
đơn vị cystein. Hai cystein có thể ở trong cùng một dây polypeptid 
_(intracham) hoặc giữa hai dây polypeptid khác nhau (interchain). Cầu nối . 
disulfur là một dạng quan trọng của cấu trúc tứ cấp của protein bởi vì chính 
chúng đã tạo ra các hình dạng đặc thù cho từng loại protein cũng như góp 
phần tạo sự bên cho protein. _ 


Để có thể tìm hiểu cấu trúc của protein, cần thiết phải biết số các cầu 
nốt disulfur cũng như vị trí của các nối đó trong cấu trúc của protein. 





! GÌy | : l „ 
zlÌe Cầu nối - lan xi hóa học 
3Val disulfur Của insulin người 
4 HÀ 





5 lào Leu- Cys- Ti Ser-His- Leu-Val- 1m.. ) r-Leu-Val' tý 
6 10 T[j 12 14 17 18 


4 chu Gly20 ¬ 
3 Asn | Giu2i Câu nổi 
2 AÌ : E22 đisulfur 
I Phe Thr-Lys-Pro- Thr-Tyr-Phc- š#bai ĐI 

30 23 28 27 26 25 


Hình 10: Gấu trúc hoá học của ĐC tử insulin người, vi ba cầu nối disulfur 
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Protein 
không 
bị khử 


110 kDa 


68 kDa 
45 kDa 
36 kDa 
29 kDa 
24 kDa 


20.1 kDa 
14,2 kDa 


ị 2 


Protein 


bị khử 





3 


Q-- 
Q--:s 


100 kDa 


Bromophenol 
blue. 





Mercaptoetanol 
———— 





Hình †1: SDS-PAGE phân tích protein trong điểu kiện khử và không khử để biết sỹ 





® sâu 


© L2 3 


I[——CH:-CON H; 
lodoacetamid 





Angg 
3H LAcOH(I) 
Cu I- -acetamid (Ö 


Hoa Học 
©  _ $-CH;CooO 
53SH I.AcOH (2) S-CH;-COO© 2 
C SH raenmaim S-CHạ-CONH; + ' }-S-CH;-COO© 
Nhớ CC: -CH;CONH;  "S.CH,CONH, 
SH S.CH-COW©  __ S-CH;-COoO 
su -LAc0H --AcOH G), C X-s.cH,.conn, › + Õ'S.CH„-coo© + 
SH Taeetamid( (2 TS-CH„CONH, ` §CH,CONH, 
S-CH;-COO© S-CH+-COœĐ 
Cs --AcOH @4), S-CH;-CONH, +(_ ÝS-CH;-COOO „ 
Ti -acetamid (1) 


Hình 12: SDS-PAGE để biết số nhóm chức suiphydryl 








4 


cầu nối disulfur trong cấu trúc protein 


T7TCH- COOH  ———> 
Acid iodoacetie 


Œ S-CH;-COOH vì ọ 


S—CH;-CONH; 





Hỗn hợp. _ 
(1.2.3.4 ` 
Số nhóm SH 
Ï 
2 
3 
S-CH;-Coo© 


œs -CHạ-CONH; 


S-CHạ-CONH, S-CH;-CONH; 
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© 
CÐ S~CH;-COO 


.~ CH;-CONH; 


S-CH;-COOO© 
S-CH;-Coo© 
S-CH;-COO © 


S-CH;-COO©' 
S-CHz-COo© 
S-CH;-COO © 


~ŠH hiện diện trong protein 
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Trước khi điện di, cần phải xử lý phân tử protein bằng cách cho protein 
tác dụng với một tác chất khử (reducing agent) như -mercaptoetanol hoặc 
dithiothreitol. Thực hiện bằng cách cho mẫu phân tích tác dụng với dung dịch 
0,IM mercaptoetanol trong dung dịch 1% SDS (w/v), phản ứng sẽ cắt đứt 
cầu nối disulfur biến protein thành chuỗi dây dài. Tiếp theo, thực hiện điện 
di, các polypeptid di chuyển tùy theo trọng lượng phân tử của nó. Phân tích 
so sánh trọng lượng phân tử của protein trong trường hợp có và không có sự 
hiện diện của tác nhân khử sẽ biết được số cầu nốt disulfr trong phân tử. 


Hình 11 minh hoạ phương pháp cho biết số cầu nối disulfur trong phân 
tử. Thí dụ một protein có trọng lượng phân tử 100 kDa; phân tử là một trimer 
bao gồm hai phân tử có trọng lượng phân tử 25 kDa và một polypeptid 50 
kÙa. Phân tử có trọng lượng phân tử ước khoảng 100 kDa. Cho proteim tác 
dụng với một tác chất khử -mercaptoetanol và thực hiện điện di cho biết cấu 
trúc của protem. 


Ngoài ra, cũng cần biết số nhóm chức sulphydryl có trong protein bằng 
cách cho protein tác dụng với hỗn hợp gồm acid iodoacetic và iodoacetamid. 
Nhóm chức —SH của protein tác dụng với hỗn hợp tác chất tạo thành các chất 
dẫn xuất tương ứng. Trong điều kiện pH của môi trường điện di pH = § -9, 
nhóm tạo dẫn xuất với acid iodoacetic biến thành ion âm R—S-CH;-COO” di 
chuyển về anod, còn nhóm tạo dẫn xuất với iodoacetamid biến thành dẫn 
xuất không có điện tích, không di chuyển. 


Hình 12 minh hoạ phương pháp khảo sát số nhóm —SH trong một 
protein, thí dụ protein có mang ba nhóm —SH. Cho protein lần lượt tác dụng 
với bốn dung dịch của hỗn hợp acid iodoacetic: iodoacetamid có tỉ lệ lần lượt 
là (1: 1): @:1); 3: 1) và (4: 1) sẽ có 4 dung dịch, mỗi dung dịch chứa hỗn hợp 
các protein có điện tích khác nhau. Điện di trên cùng một bản gel: 4 dung . 
dịch và một hỗn hợp chung của 4 dung dịch đó. Đếm số dãy của hỗn hợp 
chung cho biết protein có bao nhiên nhóm —-SH. 


3. ĐIỆN DI HỘI TỤ (Isoelectric focusing, viết tắt là IEF) 


Trong cấu trúc của các phân tử protein có những nhóm có điện tích, 
chính các nhóm này ảnh hưởng đến tính hoà tan cũng như những hoạt tính 
khác của protein. Điện tích toàn phần của protein chịu ảnh hưởng lớn bởi pH. 
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Ở môi trường acid, phần lớn các protein có điện tích dương và ngược lại, ở 
môi trường kiểm, phần lớn các protein có điện tích âm. : 


Tuy nhiên, điện tích toàn phần của từng loại protein khác nhau rất 
nhiều, như trình bày trong bảng 3. Sự khác nhau này phản ánh việc mỗi phân 
tỬ protein được tạo thành bởi những đơn vị amino acid khác nhau. 

Ở giá trị pH mà protein không còn điện tích (điện tích toàn phần bằng 
zero) được gọi là điểm đẳng điện (isoelectric point, p]). 

Trong những điều kiện thực nghiệm chuẩn về nhiệt độ, thành phần 
dung dịch đệm, cũng như không có sự hiện diện các hoá chất khác, điểm 
đẳng điện có thể xem như một đặc trưng xác định (một tính chất vật lý) của 


một protein. 


Bảng 3: Giá trị điểm đẳng điện của một số protein, đo ở 10°C. 


Bovine serum albumin 
rease 





3.1. Cấu trúc của chất điện ly lưỡng tính (ampholyte structure) 


Muốn xác định pI, cần phải thiết lập một gel với gradient pH ổn định. 
Trong thực nghiệm, rất khó đạt được gradient nếu sử dụng các loại dung dịch 
đệm với các thành phần khác nhau. 

Chất điện ly lưỡng tính là hợp chất tổng hợp, sản phẩm của sự polymer 
hoá các loại acid oligoamino oligocarboxylic có trọng lượng phân tử nhỏ. Sự 
phối hợp theo nhiễu kiểu khác nhau cho phép điều chế được các hợp chất 
polymer với khoảng khác biệt rất nhỏ về pL _ 
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Khi đặt hỗn hợp các polymer này trong một điện trường, mỗi phân tử di 
chuyển về hướng giá trị pl của riêng nó và dừng lại, nhờ thế tạo được 
gradient về p]. 


Các chất điện ly lưỡng tính cũng là một loại dung dịch đệm rất tốt, nên 
một gradient về pH cũng được thiết lập trong vùng điện trường, 


Các sản phẩm thương mại có khoảng pH rộng từ 3-0 hoặc khoảng pH 
hẹp từ 6-7. 


TS CHạ—N — (CH2)m—N~ CH;¿—— 


CHạ—N—(CH¿)n—N~ CHạ— 
(CH›)n (CH;)n 
NR› —_ COOH 
Acid oligoaminooligocarboxylic 
Với n= 2-3: R= H hoặc (CH;)-COOH 


—CH;—N—(CH;)n—~N~CH;ạ— 





(CH;)n (CH;)n 

: N COOH 
Ki IREh (CH;)n 
COOH COOH 





Hỗn hợp các chất 
điện ly lưỡng tính 
khác nhau 


"“_“ 


Mỗi chất điện ly 
lưỡng tính đi chuyển 
đến pI của nó. 





ÀJ | lHỊ:: 
šI MS | 


Khoảng cách Khoảng cách 


) 
Khi không có dòng điện Khi có dòng điện 








Hình 13: Chất điện ly lưỡng tính là những giây p0lymer ngắn chứa hai loại nhóm chức 
—NH; và -00H. Khi trộn các hợp chất điện ly khác nhau với nhau và không có sự hiện 
điện của điện trường, hỗn hợp này chỉ có một pH đuy nhất. Tuy nhiên, khi có dòng 
điện, từng chất riêng lẻ di chuyển đến vị trí pÌ của nó, như thể, chúng hoại Kế như 
dung dịch đệm và có pH gradient. | 
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Ngoài ra, một phương pháp khác cũng cho kết quả tương đồng như 
trên, được gọi là gel có pH građient nhờ ữmmobilin (mmobilised pH 
gradient). Phương pháp này sử dụng chất dẫn xuất của acrylamid, đó là - 
témmobilin, trong cấu trúc của nó có chứa các nhóm acid yếu hoặc base yếu. 
Các nhóm acid là acid carboxylic với pKa 3,6 hoặc 4,6; nhóm base yếu là 
amin tam cấp với pKa = 6,2: 7,0; 8,5; 9.3. 


Để tạo bản gel gradient, ít nhất một loại immobilin acid trộn với một 
loại mmmobilin base với sự hiện điện của một monomer acrylamid để tạo 
thành gel polyacrylamid. Phối trộn chúng lcại và số lượng của các immobilin 
đã có, sẽ thu được gel với pH thay đổi gradient. Trong thực nghiệm, cần 
chuẩn bị hai dung dịch, một dung dịch là immobilin acid hòa trong glycerol, 
dung dịch kia chứa immobilin kiểm. Máy trộn gel gradient tạo nên một bản 
gel với phần gel ở dưới đáy bản chứa nhiễu immobilin acid và phần gel ở 
trên đầu bản chứa nhiều immobilin kiểm, khoảng giữa là gradient của sự 
giảm immobilin acid và sự tăng immobilin kiểm. _ 


Bản gel loại này có ưu điểm là cho gradient với khoảng pH rất hẹp, có 
thể áp dụng để tìm pÌ của hỗn hợp các đại phân tử có giá trị pI chênh lệch 
nhau rất ít. 


3.2. Điện di đo điểm đẳng điện (Isoelectric focusing, viết tắt là IEF) 


_ Khi một protein được đặt vào bản gel ðradIlent pH, protein này di 
chuyển về vị trí pI của nó. Nếu protein ở trong môi trường có pH cao hơn giá 
trị pÏ của nó, protein có điện tích toàn phân là điện tích âm và di chuyển về 
phía anod; nếu protein ở trong môi trường có pH nhỏ hơn giá trị pI của nó, 
protein có điện tích toàn phần là điện tích dương và nó đi chuyển về phía 
catod; chỉ ở môi trường pH= pI, protein có điện tích toàn phần bằng zero 
(zcro net charge) và không di chuyển trong điện trường. Vậy, khi áp dụng lên 
gel, chất lưỡng tính sẽ di chuyển, cho đến khi lọt vào vùng gel mà pH của 
môi trường gel bằng với giá trị pÏ của nó, nó sẽ dừng lại. Tại vị trí này, chất 
lưỡng tính ở dạng lưỡng cực (zwitterion) trung hòa điện tích nên ngừng lại, 

Không cần xét đến vị trí lúc bắt đâu đặt chất lưỡng tính lên trên tấm 
gel, chất lưỡng tính luôn luôn di chuyển đến vùng có giá trị pH của môi 
trường bằng với giá trị pI của nó, rồi dừng lại. 
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Điện di đo điểm đẳng điện có thể thực hiện trong một ống hình trụ 
bảng thủy tinh, được đặt thẳng đứng hoặc trên một tấm phẳng, đặt nằm ngang 
như minh hoạ trong hình 16. 


Các nhà sản xuất có bán HHỆN tấm gel có hiệu năng cao với độ sai biệt 


0.01 đơn vị pH. 


Immobilin Immobilin CH;=CH-CONH; CH;=CH-CONH-NH, CH;=CH-CONH-COOH 
“ kiểm _ tính acid Acrylamid Immobilin tính kiểm — Immobilin tính acid 


' 






CH;=CH-CONHNH, 





- 


.E 

5 
Máy khuấy từ tổ E ¬ 

lễ = ý“ CH›=CH-CONH-COOH 
kiềm “ VI, 2 
—=-.. sụ : ` 
: .S|„ 
<< tính Z. 7 ơn 
_————D acid . Ñ Gel : 
= 1Í ._ Đầy Sun 
Bản gelacrylamid “ - - — bản gel bản gel 


có pH gradient 


Hình 14: Gel có pH gradient nhờ immohilin. Hai loại chất immobilin acid và 
kiểm được cho vào máy chế tạo bản gel theo gradient 


S\Protein có điện 
tích toàn phần âm. 


Protcin có 





ớ +>\Protein có điện 
tích toàn phần âm. 


Hình 15: Điện di đu điểm đẳng điện. Khi một protein được đặt vào bản gel gradient pH, 
protein này sẽ di chuyển về vị trí pl của nó 
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a/ Điện di trong ống thẳng đứng 


Hỗn hợp gel 
1 (polyacrylamid Polymer hoá Đo điểm 


và chất điện ly và tiền hội tụ đẳng điện 
lưỡng tính hoặc | 
nnmobilin) 


b/ Điện di trên mặt phẳng nằm ngang 


Protein chuẩn *Ở ## /#/ ⁄ 
Mẫu ⁄ 


Khoảng di chuyển 





Hình 16: Các hình thức điện di đo điểm đẳng điện 


a) pH gradient được tạo thành trong những ông hình trụ, các ống này được đặt trong ` 
một điện trường. Một mẫu chất điện ly lưỡng tính được đặt trong mỗi ống trụ. Sau 
khi điện di, cắt ống trụ thành những khoanh mỏng và xác định pH của mỗi khoanh 
đó. Từ kết quả này, thiết lập đường biển thiên khoảng đường di chuyển theo pH, từ 
đó, tính được pÏ của protein 


b) Điện di ảo điểm đẳng điện thực hiện trên mặt phẳng nằm ngang cùng lúc mẫu 
phân tích và các protein chuẩn. So sánh: với mẫu chuẩn, biết pI của mẫu khảo sát. 


3.3. Sắc ký hội tụ (Chromatofocusing) 


Nếu một nhựa trao đổi ion được : cân bằng ở pH= 9 và cho tiếp xúc với 
một dung dịch đệm thứ nhì ở pH= 7, một gradient pH được thiết lập giữa hai 
dung dịch đệm này. Tuy nhiên, gradient này có khoảng pH hẹp 7,0 -9,0 và 
gradient này không ổn định vì dung dịch đệm như thế có khả năng giới hạn. 


Một kỹ thuật sắc ký được gọi là sắc ký hội tụ có nguyên tắc căn bản 
giống như điện di đo điểm đẳng điện, sử dụng nhựa trao đổi ion ghép với 
những dung dịch đệm có được nhờ chất điện ly lưỡng tính, tạo nên gradient 


478 


ĐIỆN DI 


——— 


có khoảng pH rộng và ổn định. Thực nghiệm với điều kiện này có thể tách 
được các protein có giá trị pÏ gần nhau. 





Hỗn hợp 2 protein 
có pÏ 7,0 và 7,6 
Ngược | | Protein 
BE tnG: Ị K#- s7 pÏ 7.0 Protem 
pắn vô pl 7,7 
4 . ‹ = 
9.4 64. 6,4 6.4 nhữa vần về 
Nhữa Dunế địch ột 7,1 nhựa 
PBE 94 đệm chất gradient 7/6 
kh điện Ì pH được - 
cần bảng š tạo ra dọc 
ở pH 9,4 lưỡng tính theo cột 
94 —. 83 c—b 823 — > c— Sv 
(8) (b) x (c) (d) (©) Œ) 
s 6.4 
TẾ [2n 6,4 Ø7 
1 C—¬ __.ò.ỗ 64| ‡ 
~6.4 | 
m 6,4 
Phần đoạn 82 83 
II IUIlllL m0. 
(0) 


Hình 17: Sắc ký hội tụ 
(4): Nhựa trao đổi anion PBE 96 (Pharmacia) được cân bằng ở pH= 9,4. 
(b)-: Một dung dịch đệm chất điện ly lưỡng tính (Polybufjer 96) được cho qua cột, hệ 
quả sẽ hình thành dọc theo cột một gradient pH bên với pH 6,4 -8,3. 


(c): Hôn hợp mẫu gồm hai protein có pI= 7,0 và 7,6 được đặt vào đầu cột. Lân lượt 
hai protein này bám vào nhựa khi nó có mang điện tích âm, lần lượt tại pH= Z1 
và 7,2. 


(g): Đo dụng dịch đệm liên tục đi ngang qua cột, nên gradient pH di chuyển dân dẫn 
xuống đáy cột, liên tục làm cho hai protein tách rời khỏi nhựa rồi lại gắn trở vào 
nhựa. Cuối cùng hai protein này được giải ly ra khỏi cột ở khoảng pH có giá trị 
gân bằng giá trị pÏ của KG 
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Nhựa trao đổi ion được nhôi trong một cột sắc ký, ban đầu nhựa được 
cân bằng ở một pH đặc trưng (thí dụ pH = 9,4), tiếp theo đó, được cân bằng 
với dung dịch đệm với chất điện ly lưỡng tính (Dung dịch đệm này có khoảng 
pH rộng 9,0-6,0), và tự động trong cột sắc ký hình thành nên một pH gradient 
từ. §,3 - 6,4. Tiếp theo, nạp một hỗn hợp mẫu gồm hai protein có pÏ= 7,0 và 
7,6 vào đầu cột. Ở đầu cột, có pH= 6,4, nên protein có điện tích toàn phần là 
diện tích dương, vì vậy nó không bị nhựa bắt giữ, mà tự do đi xuống phía dưới 
cột. Do phần cột càng xuống dưới thấp, pH càng tăng, nên khi protein theo 
dung dịch đệm đi xuống phía dưới cột, có lúc nó gập khoảng cột mà pH = p], 
nhưng liền ngay sau đó, môi trường pH khiến cho protein có điện tích âm làm 
cho protein gắn vào nhựa. Nhưng vì dung dịch đệm liên tục chảy qua cột, nên 
nơi mà protein gắn vào nhựa có pH từ từ nhỏ dẫn, đến một thời điểm protein 
có điện tích toàn phần dương, rời khỏi nhựa để di chuyển xuống phía dưới 
cột, nhưng xuống thấp thì đến vùng có pH khiến cho protein có điện tích âm, 
bị gắn trở lại vào nhựa một lân nữa. | 


Với cách thức như thế, mỗi loại protein từ từ đi chuyển xuống dưới cột, 
liên tục được giải hấp rời khỏi nhựa, di chuyển xuống rồi bị gắn trở lại nhựa, 
lại được giải hấp rồi khỏi nhựa... cho đến khi đi ra khỏi cột và nhờ vậy sẽ tách 
riêng hai protein có điểm đẳng điện khá gần nhau. Mỗi loại protein sẽ được 
giải hấp tách rời nhựa ở pH lớn hơn chút ít so với pI của protein. 


4. ĐIỆN DI SDS_—PAGE HAI CHIỀU 


Một tế bào vi khuẩn đơn giản thí dụ như E. coli có thể có 4.000 loại 
protein khác nhau trong khi đó các sinh vật nhân chuẩn (eucaryote, sinh vật 
mà nhân có màng nhân bao bọc và nguyên sinh chất có ty lạp thể và 
ribosom) có thể có khoảng 50.000 loại protein khác nhau. Mỗi protein đều có 
cấu trúc và các đặc tính vật lý rõ ràng, xác định nên có thể được tách riêng 
bằng phương pháp điện di. Tuy nhiên, mặc dù điện di là một kỹ thuật với độ 
phân giải cao để tách rời các protein, nhưng sự tách một hỗn hợp có số lượng 
nhiều hơn 100 loại protein gặp nhiều khó khăn. Vì vậy, trong phần lớn các 
trường hợp, chỉ áp dụng điện di trên các mẫu đã được sơ chế trước đó bằng 
nhiều kỹ thuật khác nhau, thí dụ sắc ký... Việc kết hợp quá trình điện di đo 
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_ điểm đẳng điện với kỹ thuật SDS-PAGE góp phần tách các hợp chất đại phân 
tử một cách hiệu quả hơn. 


4.1. Nguyên tắc căn bản của SDS-PAGE hai chiều 


Trong kỹ thuật SDS-PAGE hai chiều, các protein được tách theo chiều 
thứ nhất bằng điện di đo điểm đẳng điện và chiều thứ nhì bằng SDS-PAGE. 


Theo thông lệ, điện đi đo điểm đẳng điện (IEF) được triển khai trên 
những miếng gel có dạng hình cái que (a rod) với sự hiện diện của urê 9M. 
Mẫu phân tích được đặt lên một đầu que, mỗi que chứa một mẫu khác nhau. 
Có thể thực hiện điện di nhiều que cùng một lúc. Các nhà sản xuất có bán 
sắn các que immobilin gradient. 


Sau khi thực hiện IEF, các que gel được thụt tuột ra khỏi ống chứa, 
được cân bằng với dung dịch đệm của SDS-AGE rồi đặt lên trên một tấm 
agarosc; tiếp theo, tấm agarose này được đặt nằm ngang, phía trên đầu một 
gel SDS-PAGE; và điện di SDS-PAGE được thực hiện theo chiều có góc 90° 
so với chiêu thực hiện IEE. Sau khi điện di, tấm gel được nhuộm màu để làm 
hiện các protein trên bản gel. 


Các protein được tách theo chiều thứ nhất dựa vào sự khác biệt về giá 
trị điểm đẳng điện của các protein và được tách theo chiều thứ nhì dựa vào sự 
khác biệt về trọng lượng phântử. - 


4.2. Các thiết bị sử dụng trong SDS-PAGE hai chiều (Hình 18) 


Thực hiện IEF trên tấm gel đặt trong thanh que hình ống trụ làm bằng 
thủy tinh, đường kính ống 5 mm, chiều dài 14 cm. Mỗi máy có thể lắp được 
nhiều que. Các nhà sản xuất có bán sẵn các que làm bằng immobilin có pH 
gradient. Que gel có kích thước vừa vặn để có thể lắp vào máy đo IEF. 

Sau khi thực hiện IEF xong, que gel được thụt tuột ra khỏi ống chứa, 
được đặt trên một agarose ấm và khi agarose nguội lại, que gel đã gắn dính 
vào tấm agarose. Tấm agarose này được đặt nằm ngang, ở phần lớp gel 
chuẩn bị của một tấm gel SDS-PAGE. 


| 
đi 
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a/ Tách theo chiều thứ nhất bằng _| |B/ Tách theo chiều thứ nhì bằng SDS-PAGE 
điểm đẳng điện (IEF) 


ã ã IEF 
Mẫu chuã n => 
protein 


Chậu chứa: 
R [ dung dịch . 
đặt trên lề: Í P||P|THT đệm ởưên 


được đặt 


đầu mỗi que : 
trÊn agarose 


SDS-PAGE 


Chậu chứa 
dung dịch 
đệm ở dưới 





Hình 18: SDS-PAGE hai chiều 
5. KỸ THUẬT ĐIỆN THẤM (Electroblotting procedure) 


Điện di là kỹ thuật thông dụng, rẻ tiền, giúp cho việc tách riêng các 
hợp chất đại phân tử đạt hiệu quả cao, đôi khi cao hơn kỹ thuật phân tích 
bằng HPLC và MS. Một trong những tiến bộ của kỹ thuật này là việc Chuyển 
các thành phần đã tách của một hỗn hợp mẫu lên trên một màng mỏng có tính 
bên cơ học để có thể tiếp tục các nghiên cứu khác, kỹ thuật này được gọi là 
sự thấm (blotting) và điện đi là nguyên tắc căn bản để thực hiện sự chuyển đó 
nên kỹ thuật được gọi là sự điện thấm (Electroblotting). 


Northern blotting 
(Kỹ thuật điện thấm áp dụng cho các RNA) 


Nhận xét: Các tài liệu bằng 


Western blotting tiếng Pháp cũng sử dụng từ 
(Kỹ thuật điện thấm áp ngữ Northern blotting, Southern 
dụng cho các protein) blotting... mà không dịch sang 
_ tiếng Pháp. _ 


| Southern blotting ` 
(Kỹ thuật điện thấm áp dụng cho các DNA) 

Đầu tiên, giáo sư Ed. Southern đã áp dụng kỹ thuật điện thấm trên các 
mảnh của DNA nên kỹ thuật còn được gọi là Sowhern bloffing. Tên. gọi 
Southern gợi lên các hướng khác nhau theo phương hướng của la bàn khiến 
cho các nhà khoa học có ý tưởng vui đặt tên cho việc áp dụng kỹ thuật điện 
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thâm trên protein là Western botting và trên RNA là Northern OIOHBE để 
nói lên rằng các Mà thuật này có cùng nguồn gốc. 


5.1. Thiết bị sử dụng trong kỹ thuật điện thấm 


Thiết bị điện thấm gồm một hộp có gắn sẵn hai điện cực âm và dương. 
Sau khi điện di, tấm gel polyacrylamid được lấy ra khỏi máy điện di và đặt 
nằm trên một miếng màng mỏng. Kẹp hai miếng này giữa hai tấm điện cực 
phẳng, giống như một “miếng sandwich”. Miếng sandwich này được ngâm 
chìm hoàn toàn trong dung dịch đệm. Áp dụng một điện trường thẳng góc với 
mặt phẳng của tấm gel, các thành phần khác nhau trên tấm gel sẽ thấm gắn 
một cách không thuận nghịch lên màng mông nitrocellulose nhờ vào sự tương 
tác ky nước (hydrophobic interaction). 


Có một hệ thống làm hao tốn dung dịch đệm ít hơn được gọi là hệ 
thống bán-khô (semi-dry system), trong đó dung dịch đệm được cho thấm 
đấm trong những tờ giấy thấm và các tờ giấy thấm cho bọc phủ lên hai bên 
mặt của miếng sandwich tạo thành một miếng sandwich dây hơn. 


Tấm màng mỏng thường được làm bằng nitrocellulose, tuy nhiên, nếu 
sau đó cần muốn nghiên cứu với một kỹ thuật khác nữa, thí dụ, muốn thực 
hiện sự giảm cấp Edman trên đầu N của chuỗi dây peptid, có thể sử dụng 
màng mỏng có tính đai chắc hơn làm bằng polyvinylidendifuorid (PVDF). 


5.2. Các ứng dụng của kỹ thuật điện thấm 


Kỹ thuật điện thấm được sử dụng rộng rãi để nghiên cứu các protein, 
RNA, DNA... với các tên gọi như Western blotting, Northern blotting... được 
trình bày trong các phần sau 


‹ : Màng mỏng 
Màng möng làm 


`, bằng nitrocellulose 
+ 


S|{ÀàÀ j=x.=e=.=~.=.x~E.e=E=~ 


lÌmc hiện sự điện thấm 


Gel polyacrylamidÏ 
NXA VY hoặc agarose sau | 


khi điện di ' Sơ đồ tổng quát máy điện thấm 





Hình 19: Nguyên tắc căn bản của sự điện thấm 
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Ứng dụng kỹ thuật điện thấm để nghiên cứu các polypeptid 
Phân lớn trường hợp sử dụng điện di như một phương pháp định tính, 


giúp tách một hỗn hợp thành các thành phân riêng biệt để có thể định lượng 
từng cấu phần có trong hỗn hợp. Tuy nhiên, do kỹ thuật điện di có khả năng 
tách các cấu phần trong hỗn hợp với hiệu quả tách cao, nên có thể sử dụng kỹ 
thuật này để cô lập các hợp chất đại phân tử để có thể tiếp tục nghiên cứu sâu 
hơn về cấu trúc của peptid. 


Tách hỗn hợp polypeptid bằng điện di 


|| pen thấm qua màng mỏng PVDF 


| Nhuộm màu nhẹ với dung dịch nước Coomassie blue 


||Táa lấy dãy băng cân khảo sát 















Thuỷ giải bằng hóa 


Giảm cấp Khảo sát khối phổ 
- Edman học hoặc bằng enzym FAB-MS 
NH;-Val-Lys-His 10% Lys ' 

ng 4% His | 
_ 3% Asp 


Mình 20: Ấp dụng điện thấm để thu nhận các polypsptid cho các nghiên cứu tiếp theo 


Phân tích 
amino acid 











6. ĐIỆN DI MIỄN DỊCH (Immunoelectrophoresis) 
(Đọc thêm một số kiến thức cơ bản về sinh học ở chương phụ lục) 


Kháng thể (antibody) là những protein có liên quan đến việc nhận biết 
được các chất miễn dịch, thường gọi là kháng nguyên (antigen). Các kháng 
nguyên có thể là những hợp chất có trọng lượng phân tử nhỏ, thí dụ như các 
phân tử đường, hoặc là những hợp chất polymer sinh học với cấu trúc phức 


tạp thí dụ các protein. 
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Tính chất có thể nhận diện được các đặc điểm sinh học đã khiến cho 
các kháng thể, đặc biệt là các hợp chất ứmnunoglobulin thuộc loại G (The G 
class, viết tắt là IgGs) rất hữu dụng để làm một máy dò phân tử (molecular 
probe) để nhận diện được cấu trúc của các protein, các đại phân tử có cấu 
trúc phức tạp, các con virut (virus). 


Nguồn kháng thể chủ yếu thu nhận từ các con thỏ (khi thỏ được tiềm 
chích kháng nguyên, nó cho đáp ứng bằng sự gia tăng trong huyết tương của 
nó các kháng thể polyclonal) hoặc từ tế bào thể lai của con chuột (cho đáp 
ứng bằng sự gia tăng các kháng thể monoclonal trong môi MƯỚnG nuôi cấy tế 
bào): 


Trong thực nghiệm, khi tách một hỗn hợp đại phân tử bằng phương 
pháp điện di, người ta luôn mong muốn nhận diện từng loại protein trong hỗn 
hợp. Các kháng thể cho thấy sự ích lợi trong loại thực nghiệm trên. 


Kỹ thuật sử dụng điện di để nhận diện các chất miễn dịch được gọi là 
kỹ thuật điện di miễn dịch. Kỹ thuật sử dụng loại gel có lỗ rỗng tương đối lớn 
hơn nhiều so với kích thước của phân tử chất kháng thể và kháng nguyên Sử 
dụng gel agarose cho các protein, và sử dụng polyacrylamid với phân tử có 
trọng lượng phân tử nhỏ như peptid. _ 


Các loại gel nêu trên là loại gel không giới hạn (non-restrictive) bởi vì 
mục đích của loại gel này là tách riêng các hợp chất chỉ dựa vào sự khác 
nhau về điện tích của chúng, mà không phải vì sự khác nhau về khối lượng 
hoặc hình đạng bên ngoài. Kỹ thuật này giúp tách rất nhanh trong vòng một 
giờ đồng hồ so với tách bằng kỹ thuật miễn dịch cần phải vài ngày. 

6.1. Kỹ thuật Dot-blotting (xem thêm phần 5.1 ở chương phụ lục) 

Trước khi thực hiện kỹ thuật điện di miễn dịch, cần biết chắc rằng các 
kháng thể hiện diện trong mẫu thử phải có tính đặc hiệu (có ái lực mạnh) với 
các kháng nguyên cần quan tâm. 

Trong kỹ thuật này, cần trải qua hai thực nghiệm không sử dụng điện di 
(two non-electrophoretic experiments) trong đó antigen (kháng nguyên) và 
antibody (kháng thể) được ghép lại với nhau, như thế mới có thể được nhận 
diện và định lượng. 


k 
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Rất cần thiết phát hiện sự hiện diện và nông độ của antibody bởi vì 
E1Ữa các antigen khác nhau, có sự thay đổi rất lớn trong tính miễn dịch: một. 


vài antigen cho đáp ứng rất mạnh với từng loại động vật thử nghiệm và 
không cho đáp ứng với loại khác. 


Khi một protein và một kháng thể gấp nhau, sẽ có một tương tác đặc 

trưng xảy ra giữa vùng biến đổi (variable region) của kháng thể với epifope 
"của kháng nguyên (epitope là một vùng đặc biệt ở trên kháng nguyên). Với 
loại kháng thể đa dòng (polyclonal antibody) có thể có một số epitope hiện 
diện trên bỀ mặt của chỉ một andgen. Với loại kháng thể đơn dòng 
(monoclonal antibody), có một eptope hiện diện trên bể mặt của một 
antigen. 

Nếu sử dụng lượng thừa của hoặc kháng thể hoặc kháng nguyên, sau 
khi nhuộm màu phức tạo thành giữa kháng thể-kháng nguyên, phức này có 
thể được sử dụng để đo nồng độ của hoặc kháng thể hoặc kháng nguyên. 

Mỗi kháng thể khác 


- P0 NG 3 nhau nhận biết một 
thay đối,.\Ắ _ ...... ¬ : 
ÿ dối BH L__ |] epitope khác nhau 

Vùng 


“Vàng | † 
cổ định Phức kháng nguyên-kháng thể 


Phân tử IpG | (Antigen - antibody complex) 









Vùòn 








Hình 21: Sự kết dính của kháng thể vào kháng nguyên 


Vùng biến đổi của kháng thể gắn dính vào một vùng đặc trưng của 
kháng nguyên, vùng này được gọi là ©pitope. Các epitope khác nhau trong 
những cấu trúc của protein có thể được nhận diện bởi các kháng thể đặc ˆ 
trưng. Kháng thể đa dòng có thể nhận diện được nhiều epitope trong cùng 
một kháng nguyên, trong khi các kháng thể đơn dòng chỉ có thể nhận ra một. 
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ky sả _ SH “nh tinh lý Său 
⁄ 7= ⁄ 7= 


Tấm "nã. = (c) 
(a) xc thứ nhì | 
(Anti-rabbit IgG -kết hợp 
_ với peroxidase cây cải ngựa) 
đẤpp ¬. ⁄ : 


Phức antigen - antibody 





Sản phẩm có màu 8 _ 
(0 () °) 

Hình 22: Một thử nghiệm Dot blot 

(a): Kháng nguyên được cho gắn lên màng nitrocellulose. 


(b): Bovine serum albumin được cho vào để làm bão hòa các vị trí không thể tạo sự 
sẵn đính đặc trưng. 


(c): Kháng thể được cho vào. 

(d): Phức kháng thể-kháng nguyên. 

(e): Kháng thể thứ nhì được cho vào, sẽ gắn vào vàng cố định của phân tử lgG; ›à 
kháng thể này trước đó đã được cho gắn dính vào peroxidase cây cải ngựa. 


(f0): Sản phẩm có màu. 


Trong kỹ thuật Dot-blotting, kháng thể, sau khi được tách rời bằng điện 
di, được tiếp tục thực hiện sự chuyển điện di (electrotransfer) để chuyển các 
protein trong các dãy trên bản gel sang một tấm nitrocellulose. Các vị trí có 
thể kết dính khác ở trên bản gel được bão hòa bằng những “protein-không có 
antigen” (non-antigen protein) thí dụ như bovine serum albumin. Tiếp theo, 
cho thêm vào một dung dịch kháng thể để tạo sự kết dính đặc trưng của 
-_ kháng thể vào kháng nguyên, được gọi là phức kháng nguyên -kháng thể. 
Phức này có thể định lượng bằng cách cho nó kết dính với một kháng thể thứ 
nhì. Kháng thể thứ nhì này phải có hai đặc điểm: 


¡) có thể nhận diện vùng thay đổi của phân tử IgG, thí dụ đó là lgO anti- 
goat hoặc IgG anti-rabbit,. : 
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1) được gắn dính bằng một nối hóa trị vào một enzym, thí dụ 
p€roxidase của cây cải ngựa (horseradish peroxidase) để có thể giúp cho _. 
việc định lượng sau này. _ 


Mỗi phân tử kháng thể gắn vào một phân tử kháng nguyên. Kháng thể 
thứ nhì, đến lượt nó, gắn dính vào IgG này. Vì mỗi kháng thể thứ nhì có gắn 
một enzym, nên enzym này xúc tác làm cho hằng ngàn phân tử chất nền biến 
thành sản phẩm có màu. Qua đó, việc nhuộm màu được khuếch đại để dễ 
dàng quan sát so với việc nếu một prot€ein màu nhuộm một phức. 


pha loãng ở các nồng độ khác nhau, nhờ thế, biết được nồng độ của kháng 


thể trong huyết tương của động vật muốn thử nghiệm. 


Thường thực nghiệm được thực hiện bằng một loạt dung dịch kháng thể 


8N g, anti-rabbit 
S : Peroxidase của cây cải ngựa 


“"nỶh.~- “mm _Ằ ` _Ì..G.5Ố.sỐ cố... 






Màng nitrocellulose 


6.2. Western blotting 
VỚI các protein, sau khi sử dụng phương pháp điện di SDS-PAGE để 


tách một hỗn hợp protein thành các thành phần khác nhau, các thành phần đó 
có thể được chuyển qua màng nitrocellulose bằng kỹ thuật điện thấm. Tiếp 
theo, rửa màng mỏng với một dung dịch protein gọi là “dung dịch khoá” 
(blocking solution) để khoá tất cả các vị trí không đặc trưng trên kháng thể. 
Dung dịch này thường là bovine serum albumin, viết tắt là BSA; cũng có thể 
sử dụng loại protein khác. 

Tiếp theo, rửa màng mỏng nitrocellulose với một dung dịch kháng thể 
có ái lực đặc biệt với một hoặc nhiều protein (các protein này vừa được tách 
rời nhờ điện di SDS-PAGE). Kháng thể này có thể là IgG thổ (IgG rabbit), 
gắn đặc trưng vào protein trên bề mặt của màng mỏng. Kháng thể gắn vào 
€pitope của protein. Kháng thể này sẽ được phát hiện nhờ sử dụng một kháng 
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thể thứ nhì bằng cách rửa màng mồng bằng một dung dịch kháng thể thứ nhì, 
loại có ái lực đặc trưng với kháng thể thứ nhất, thí dụ IgG kháng- thỏ (anti- 
rabbit IgG). Kháng thể này là loại sản phẩm thương mại và có ưu điểm là phù 
hợp cho tất cả các loại kháng thể. 


Kháng thể thứ nhì này trước đó đã gắn vào một enzym thí dụ như 
peroxidase bản cây cải ngựa. Nhờ peroxidase, có thể nhìn thấy vị trí của 
protein này ở trên màng mỏng bằng cách rửa màng mỏng một lần nữa với 
một hợp chất nào đó có thể kết hợp với enzyme peroxidase để thành sản 
phẩm có màu. 


Do làm hiện màu nhờ vào các kháng thể, kỹ thuật này cũng thường 
được áp dụng để làm sáng tỏ thêm mối liên quan về cấu trúc giữa các 
protein. 


Trong kỹ thuật Wƒctieji blotting, các protein không cần thiết phải tinh 
sạch lắm, có thể áp dụng trên hỗn hỢp ( còn thô tạp như huyết tương, dịch chiết 
màng tế bào... 


Về hiệu năng của sự điện thấm: các protein có trọng lượng phân tử nhỏ, 
có tính dễ hòa tan sẽ dễ dàng được điện thấm hơn là các loại protein hình sợi 
và có trọng lượng phân tử lớn. Sự điện thấm từ bản .øeÌl qua màng mỏng 
nitrocellulose chỉ ngang qua một khoảng cách gần nên quá trình thực hiện 
hòan tất trong khoảng một giờ đồng hồ. Trong trường hợp khó thể thực hiện 

. được, không nên kéo đài thêm thời gian mà cần phải tìm cách thay đổi điều 
kiện điện chuyển thí dụ như: nồng độ SDS, có hoặc không có sự hiện diện 
của metanol, lực ion của dung dịch đệm sử dụng và cường độ dòng điện 
(mA/en?). 
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` | 7 Rửa với kháng 
OOOO | -Điên thấm Rửa với BSA 99 ộ ợ thể thứ nhất 
gel SDS-PAGE Màng mỏng nitrocellulose Các vị trí không đặc | 
...ố trưng đã bị khóa an ¬ 


E- 
Z.Á 


_ m lgGunti-thỏ 
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: Rứa với kháng thể thứ nhì /660v | 
P 4 : Protein ¿ 


Sự nhuộm màu giúp 
cho thấy được vị trí: 
protein trên màng mỏng 
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peroxidase 


Hình 23: Western blotting 


L1 2 3 L2 3 J2. 3 


Hình A: Điện di rồi Hình B: Sau khi Hình C: Sau khi điện di, 
nhuộm màu bản gel điện di,thực hiện thực hiện Westem blotting 
bảng Coomassie blue Western blotting với các loại kháng thể khác 


với các loại kháng với loại đã sử dụng trong hình B 
thể cần thiết 


Hình 24: Điện di SD§-PABE thực hiện riêng hiệt trên ba bản gel polyacrylamid. Dãy 1 
và 2: Hai mẫu hợp chất khác nhau cẩn xác định. Dãy 3: Hỗn hợp các protein với cấu: 
trúc và trọng lượng phân tử đã được biết rũ. 
Hình A. Bản gel được nhuộm màu bằng Coomassie hiue, tất cả các đãy protein đều 
hiện ra trên hản. _ 
- Hình B: Một protein có tính chất miễn dịch giống nhau được fìm thấy trong cả hai 
mẫu thử (mũi tên trong hình). Trong mẫu số 2, còn có thêm một protein 


miễn dịch thứ nhì. Protein miễn dịch thứ nhì này.có thể là một mảnh bị cắt 
đứt từ protein miễn dịch thứ nhất. _- | 


Hình É: Một protein miễn dịch khác nữa cũng được tìm thấy trong mẫu số 2. 


400 


_ ĐIỆN DI 





TÀI LIỆU THAM KHẢO 


[1] B.D. Hames, D. Rickwood. Eiectrophoresis oƒ profeins. IRL Press. 
_ 1981 | 


[2J. David Sheehan. Physical biochemistry. Principles and applications. 
John Wiley and Sons, LTD. New York. Toronto. 2000. 


[3]. ED. T.S. Klork, R.H. Burdon. L2zboratory technique tt biochemistry 
_ and molecular biology. Biomedical Press. Paris, 1983. 


[4]. Jacqueline Etienne, Eric Clauser. Biochmie genetique. Biologie 
moleculaire. Masson. Paris. 2001. 


[5S]. John Kenkel. Anraiytical gflofiiï02 for technicians. CRC Press LLC. 
Florida. 2003. 


491 


_PHỤ LỤC 


1. CÁC CHẤT LÀM KHÔ VÀ MỘT VÀI DỤNG CỤ TRONG PHÒNG THÍ 
NGHIỆM 


Trong phòng thí nghiệm tường sử dụng một số chất làm khô như trình 
Đăng 1: Các chất làm khô và một số tính chất của nó. 


bày trong bảng 1. 
Tính chất (b) † (c) 
| hóa học 
Clorur natri | Chất rấn, lỏng, khí. Không phù hợp cho | Acidyếu J2 |29 
alcol, phenol, amin 


Chất rắn, lỏng, khí. Chỉ phù hợp cho =EEEE 
hydrocarbon, dẫn xuất halogen 

đun gen n=— 15 | 100| 

Chất lỏng. Không phù hợp cho metanol, EHHNbU 
























Trường hợp sử dụng để làm khô 







Chất lỏng. Không phù hợp cho metanol, 
etanol, propanol 
















etanol, propanol: 


Acid sulfuric Chất rấn, khí. 
Không phù hợp cho chất có tính base 



































NaOH Chất rắn, lỏng, khí. Không phù hợp cho 
(KOH) €ster, acid carboxylic, chất có halogen 
Chất lỏng, khí. Không phù hợp cho 
Alumin 
_ rất phân cực và dễ bị 0xid hóa 


Chất rắn, lỏng. Không ø phù hợp cho alcol, 
©sfer, amin, aldehyd, ceton 
phenol, acid carboxylic, €§(€ 
Chất lông. Không phù hợp cho hợp chất 
_= —= - 
T"¬T1 RWBM—” ">> xu 
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Ghi chú: (a): Hoạt tính hút ẩm: y: yếu; m: mạnh; tb: trung bình 


(b): Khả năng giữ được khoảng X gam nước so trên 10 g chất làm 
khan. : | 


(c): Hoạt tính đến nhiệt độ (°C) 
(*): tuỳ theo loại 
Các giải thích bổ sung 


a) Acid sulfuric (Sicacid): Khi cần làm khô một chất rắn đặt trong bình 
hút ẩm, có thể sử dụng acid sulfuric đậm đặc, nhưng như thế rất nguy . 
hiểm, không được di chuyển bình hút ẩm trong quá trình làm khan. 
Hiện nay, người ta thường sử dụng sicacid (Đó là những hạt rắn). Người 

ta cho 25% chất hấp thu, sử dụng như chất mang rắn, vào acid sulfuric. 

Sử dụng các hạt này có thuận tiện là màu của hạt cho biết độ hút ẩm 
của hạt đã đạt đến mức độ nào. Nếu có màu đỏ-tím, hạt khô ráo; nếu 
hạt chuyển qua vàng-xanh dương, hạt đã hút ẩm 40%. 


b) Các hạt NaOH rắn (hoặc KOH rắn): Hút ẩm và các khí có tính acid. 
Rất nguy hiểm. 


c) Silica gel (Gel xanh dương): Là silica gel có trộn thêm chất chỉ thị màu 
là clorur cobalt (I1) để biết hàm lượng ẩm. Hạt gel khô có màu xanh 
dương, hạt gel hút ẩm có màu hồng. Có thể tái sử dụng bằng cáchsấy _ 
trong tủ sấy ở 1 109C. | 


_ d) Rây phân tử (Tamis molecular): là zeolit tổng hợp; là các tỉnh thể 
aluminosiucat khan với công thức thí dụ Zeolt A là Nan› 
[(A1Ozs);(SiO¿);;]. 27 H;O. Sản phẩm thương mại ở dạng hạt hình cầu 
hoặc hình trụ dài khoảng 3mm, đường kính khoảng 1mm. 


Trong tinh thể của zeolit, có nhiều ống rãnh thông từ bên trong ra bên 
ngoài; các đường ống này có đường. kính xác định đối với mỗi loại zeolit. Có 
nhiều loại rây phân tử với giang 2 ống với đường kính cỡ lỗ thay đổi trong 
khoảng 0,3 đến 10 nm. Để hút ẩm các loại dung môi hữu cơ, sử dụng hạt : 
ZzcoÌit có xà ống với đường kính lỗ 0, 30-0,40 nm. 


“° 
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“colit A có ống với đường kính 0,40 nm. Zeolit X ống với đường kính 
0,74 nm (tức 7,4 anstrong). 


^“ 


X Ưu điểm của rây phân tử: Nếu bằng 1 cho thấy có nhiều loại chất 
làm khan không phù hợp để hút ẩm các alcol dây ngắn như etanol, rây phân 
tử có thể sử dụng cho trường hợp đó. Kích thước của các phân tử etanol là 
Ú,44 nm, của phân tử nước là 0,33. Loại rây phân tử với kích cỡ lễ rỗng 
0,40nm cho các phân tử nước chui vào trong tinh thể trong khi đó các phân tử 

etanol vẫn nằm bên ngoài. 

Các loại rây phân tử có thể hữu dụng với từng loại chất với kích thước 
phân tử xác định. Thí dụ kích thước của các phân tử H; là 0,24 nm: của khí 
carbonic (0,28nm); amomiac (0,36nm); cyclohexan (0;,61nm) và cloroform 
(0,69nm). | 
Giữa hai loại phân tử có cùng kích thước, rây phân tử hấp thu nhiêu đối 
với phân tử nào có tính phân cực mạnh hơn. | 

Rây phân tử rất hữu dụng để làm khan các dung môi hữu cơ có tính 
phân cực mạnh. | 


% Cách làm khan dung môi bằng rây phân tử: Cho các hạt rây phân tử 
vào chai đang có chứa dung môi, lắc chai trong vài phút rồi lọc lấy dung môi 
khan. Hoặc cho dung môi chảy chầm chậm ngang qua một cột (giống cột sắc 
ký). _ _ _ 

X Tái sử dụng rây phân tử: Có thể tái tạo rây phân tử nhiều lần, hầu 
như vô hạn, mà không sợ mất hoạt tính. Trước khi tái tạo, khuấy các hạt rây 
phân tử trong một lượng lớn nước cất để nhã ra hết các tạp bẩn cũng như loại 
bỏ hết các dung môi hữu cơ dễ cháy mà nó đã ngậm trước đó. Lọc, để ráo, 
sấy vài giờ 300°C trong tủ sấy. Các phân tử nước còn sót lại (3-5%) được loại 

bỏ khi sấy tiếp theo trong 15 giờ ở 180°C ở áp suất thấp. 


Rây phân tử vừa được tái tạo hấp thu ẩm rất nhanh, nên cần phải trữ nó 
trong chai đậy kín và giữ chai ở nơi khô ráo. Rây phân tử thương mại vẫn còn 
chứa 1-2% nước nhưng không ảnh hưởng gì đến quá trình hút ẩm của nó. 
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| ống ngưng hơi 









—†[=— Bơm hút 
Mẫu rắn câ 
sấy khô | 
SH Chất làm | 
Mẫu rần cần | "khữ—> 
TBP= _ sấy khô 
20/270 TM 
\QU2— Chất làm khô Súng sấy mẫu BRAHM và WETZEL nóng lên ` 
| _ ._ nhờ việc đun hòan lưu một chất lỏng. Mẫu cần sấy 
Dụng cụ sấy mẫu. Có thể được đặt trong ống nằm ngang và chất làm khô đặt 
tự chế với nguyên tắc giống trong bình nằm ngang. Hiện nay có súng sấy bằng 
như bình hút ẩm điện, gọn hơn. 


Hình 1: Một vài dụng cụ sấy mẫu ở lượng nhỏ 
2. LỖ RỖNG CỦA PHẾU LỌC XỐP_. 


Các phễu lọc xốp được sản xuất với nhiều kích cỡ thể tích khác nhau 
(giống chuẩn như bình cầu, becher. .}với các loại thể tích: 5; 10; 50; 100; 250; 
500; 1000 ml. Để thuận tiện lựa chọn, trên phễu được khắc các chỉ số cho 
biết phễu được làm bằng loại thủy tỉnh gì và có cỡ lỗ xốp bao nhiêu. 


Mỗi nhà sản xuất có các cỡ không đồng nhất nhau. Theo tiêu chuẩn 
1SO phân biệt 9 cỡ lỗ xốp trong phễu (bằng 2). 


* Các chữ để chỉ loại thủy tỉnh dùng để chế tạo phễu: D: thủy tinh 
Duran 50; R: thủy tỉnh Rasotherm; G: thủy tỉnh Jena: P: thủy tỉnh Pyrex. 


% Các số để chỉ cỡ lỗ xốp. Bảng 2 trình bày các loại phểu với các số, 
chữ, chỉ rõ tính năng của phễu. 


Hai dạng phếu lọc xốp: có đuôi và không có đuôi 


Thí dụ : 1G 4 (hoặc 1G POR 16) I4 


1.: Kích thuớc phễu 
G: Loại thủy tinh 
4 : Kích cỡ của lỗ xốpˆ 
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Nhắc lại, trong bài sắc ký nhanh-cột khô, phễu lọc xốp đóng vai trò như 

cột sắc ký để chứa pha tĩnh, ở đây để chứa các hạt sihica gel có đường kính 
hạt trung bình khoảng 40-200 um. Vì thế sử dụng phễu có cỡ 2 hoặc 3 là vừa, 


vì như thế dung môi chảy đễ dàng. Sử dụng cỡ lỗ quá nhỏ sẽ gây khó khăn 
cho dòng chảy của dung môi. 





_ Bảng 2: Các cỡ lỗ xốp của phêu lọc 


Lễ xốp theo tiêu Đường kính trung | ˆ Trường hợp sử dụng phễu lọc xốp 
chuẩn ISO bình của lỗ (um) _ 


0 | POR250 | 160-250 | Lọcthôthường lệ, dung môi chảy c 
2 











Giữ hạt hơi to, dung môi chẩy qua tự do 

Giữ các hạt trung bình, dung môi chảy qua dễ 
đàng 
Lọc g1Ữ các hạt nhuyễn mịn, dung môi chảy qua 
chậm | 

Lọc giữ các hạt rất nhuyễn mịn, cần máy bơm hút 
loại thường hỗ trợ 
Lọc giữ các hạt cực mịn, cần máy bơm hút loại 
thường hỗ trợ 

Lọc giữ các hạt cực mịn, cần máy bơm hút mạnh 
hỗ trợ | 
Lọc giữ các loại có kích cỡ vi khuẩn, cần máy 
| bơm hút mạnh hỗ trợ 















3. SỰ KHÚC XẠ CỦA ÁNH SÁNG - 

Sự khúc xạ của ánh sáng là hiện tượng xảy ra đối với tất cả các vật chất 
trong suốt. Sự khúc xạ là sự thay đổi vận tốc và phương truyễn của ánh sáng 
khi ánh sáng đi từ một vùng này qua một vùng khác. 

Chỉ số khúc xạ (n) của một môi trường nào đó, là tỉ lệ của vận tốc ánh 
_ sáng đi trong chân không so với vận tốc ánh sáng đi ngang qua môi trường 

đó. : : 
Môi trường càng chiết quang, vận tốc ánh sáng càng giảm, chỉ số khúc 
xạ càng lớn. : _ | 
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Chỉ số khúc xạ không có đơn vị.. 
Chỉ số khúc xạ của nước là: 


_ 300.000 km⁄s _ 
225.000 km/s Lên: 


Các thí dụ sau đây mình họa về hiện tượng khúc xạ. 


| Thí dụ 1: Quan sát đồng xu ở đáy chậu khi chậu không và khi chậu có 
chứa nước. 


¬%_ ~È/, Khi chậu được đổ đây nước, 


vị trí biểu kiến của đồng xu 
thay đổi nên mắt quan sát 
viên nhìn thấy được. Vậy, 
con mắt nhìn thấy vị trí biểu 

__ kiến của đồng xu, chứ không 
phải vị trí thật sự của đồng xu 


Khi nhìn xuống đáy 
chậu trống, đồng xu 
ở vị trí khuất nên 

sf .Ỷˆ 
mắt quan sát viên 
không nhìn thấy 





Thí dụ 2: Trên bầu trời ban đêm, người ta thấy các ngôi sao tại vị trí 
biểu kiến của nó chứ không phải vị trí thật sự của nó, vì ánh sáng của ngôi 
sao đã bị khúc xạ khi đi xuyên qua tầng khí quyển. 


Vị trí biểu kiến © 
của ngôi saO” 
„ O 
z⁄ VỊ trí thực sự 
; của ngôi sao 


@®›; 
=) 


: —— Bầu khí ầ: 






Viễn vọng kính 
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4. PHỔ ĐIỆN TỪ (Electromagnetic Spectrum) 


Phục vụ kiến thức cho phân đầu dò (detector) trong các máy GC và 
HPLC. _ 


Con mắt của người có thể nhìn thấy phổ điện từ tróng một phần tương 
đối nhỏ của phổ. Trong khi đó, một số loài côn trùng có thể nhìn thấy một 
phần khác của phổ điện từ mà mắt người không thể thấy, đo protein của bộ 
phân thu nhận của con mắt chúng, thí dụ loài ong, có thể phát hiện những 
bước sóng khác nhau chỉ cách biệt nhau một khoảng cách rất nhỏ để có thể 
nhận những loại hoa thích hợp cho chúng. 


Bước sóng | | | Tần số 
À (m) Ẫ | _ V (Hz) 
10 | Radio sóng dài (Longwave radio) HP 
. Ẹ -.. Radio. sóng ngắn (Shortwave tadio)_ __ ˆ—ˆ 


là tra sac dooaanoareaa on 7n“... 








ˆT 3A ` 
_ 1100210 HSVVk: Tấ háo 0 SSER:BBfRtoie24 nunnnhbdo TIG" 
Phổ điện từ -ex+--c--- TRẤY được (Vijbje),_ 2 2TTT— TT 
_ I| 2205 se "ngoại (ở trên tím, Ultraviole) 
10 ~ Tia X (X ray) : 
L5 Tia pamma (Gamma ray) 





Các loại bức xạ mà mắt thường không nhìn thấy được, có nhiều ứng 
dụng là: tia hổng ngoại (infrared, dưới đỏ), tử ngoại (ultraviolet, trên tím, cực 
tím), vi ba (sóng cực ngắn, miCToWave), sóng radio (radiowave) và tia X (X- 


ray). Nguồn gốc căn bản của Sự tương tác giữa vật chất với mỗi loại sóng 


một phần của phổ điện từ, chúng khác nhau ở bước sóng, tẳn số và năng 
lượng. 
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4.1 Phổ điện từ | 

4.1.1. Phổ hấp thu tử ngoại. thấy được (UItraviolet.visible 

absorption spectroscopy) 

Người ta nhìn thấy ánh sáng mặt trời màu trắng, nhưng khi tia sáng này 
va chạm vào một vật thể có màu, một phần của ánh sáng này bị hấp thu và 
phần ánh sáng không bị hấp thu sẽ còn lại và phản chiếu và mắt thường nhận 
thấy được cho người ta thấy vật thể có màu. 

Nếu ánh sáng, trong phần UV.Vis của phổ điện từ, được cho đi ngang 
một dung dịch có chứa mẫu chất cần phân tích, một số năng lượng của ánh 
sáng có thể bị hấp thu. 

Các phân tử hoặc một phần của phân tử có khả năng hấp thu ánh sáng 
như thế được gọi là nhóm mang màu (chromophore), và tính chất này được 
áp dụng trong thực nghiệm về quang phổ hấp thu. Tại những tần số đặc thù 
mà ánh sáng bị hấp thu, các tần số này chịu ảnh hưởng gây ra bởi cấu trúc 
cũng như các yếu tố chung quanh của nhóm hàm sắc đó. 

Năng lượng ánh sáng được sử dụng để gây ra sự dịch chuyển của điện 
- tử từ mức năng lượng căn bản lên mức năng lượng kích thích được biểu diễn 
bằng giản đồ Morse. Do có cấu trúc hóa học khác nhau, mỗi loại cấu trúc hoá 
học hấp thu ánh sáng ở những tần số khác nhau chút ít. 







ức năng lượng điện tử bị kích thích 


._.——.-=—~ _ cm m mm mm Ăn U Sm êm ơm êm m 0m SẼ mm ÔỐSẰ 


Năng lượng 


 ựư O.  /⁄⁄----; Mức năng lượng điện tử căn bản 


-.-7-—_—=T—=—m== 
_——=E—~ 


Mức năng lượng dao động 
(Vibrational energy level) 


ˆmc nnmH===—m= 


Khoảng cách hên nguyên tử (interatomic đistance) 


Hình 2: Nguyên tắc vật lý căn bản về sự hấp thu 
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A : Độ hấp thu ở một 
bước sóng cụ thể 















Đóng ?o : Cường độ ánh sáng tới 

đèn Thiết bị tạo dung dịch ï : Cường độ ánh sáng truyền qua 
ta ảnh sáng mẫu phân c : Nồng độ mol 
đơn sắc. tích c : Hệ số hấp thu 


=.. 


Tất cả các nguyên tử, phân tử, các phức ion đều luôn luôn tìm cách để 
hiện diện ở trạng thái năng lượng thấp nhất. Khi một phân tử hấp thu ánh 
sáng, nó được chuyển đến trạng thái kích thích, có mức năng lượng cao hơn 
(mũi tên lớn, màu đen của hình 2): nó không còn ở trạng thái năng lượng thấp 
nhất và hệ quả là nó sẽ làm mất phần năng lượng mà nó vừa nhận để trở về 
trạng thái căn bản. Trong đa số trường hợp, phần năng lượng bị mất ngang 
qua phương tiện cơ học thí dụ như va chạm với phân tử dung môi. Điện tử 
quay trở vỀ mức năng lượng căn bản bằng cách đi ngang qua nhiều mức năng 
lượng dao động (mũi tên nhỏ, màu trắng), - 





Hình 3: Nguyên tắc căn bản của phổ quang kế hấp thu UV. Vis. 


lrong những hợp chất có cấu trúc linh hoạt mềm dẻo (flexible 
molecule), các mức năng lượng dao động của mức năng lượng điện tử ở trạng 
thái căn bản hoặc ở trạng thái kích thích nằm ở vùng trùng lắp nhau. Khi các 
điện tử trở về trạng thái cũ, nó đụng vào các phân tử của dung môi và nó 
truyền những năng lượng đó qua phân tử dung môi và xuất hiện ra nhiệt. 


Tuy nhiên, có thể có trường hợp nhảy trực tiếp trở về trạng thái căn 
bản. Ánh sáng tạo ra do sự nhảy trục tiếp trở về được goi là huỳnh quang 
(fluorescence). Còn ánh sáng trở về trạng thái căn bản sau khi đi ngang qua 
trạng thái điện tử khác được gọi là lân quang (phosphorescence). Lân quang 
được xem như hiện tượng huỳnh quang bị làm chậm trễ. Trong cả hai trường 
hợp, phần năng lượng thu được của quá trình hấp thu bị mất đi ở dạng ánh 
sáng. Vì đây là ánh sáng ít năng lượng vì một phần đã bị mất đi trong khi dao 
động, nên ánh sáng này có bước sóng dài hơn so với bước sóng của ánh sáng 
lúc hấp thu ban đầu, và vật liệu dường như chiếu lấp lánh. 
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Có thể xem hiện tượng huỳnh quang và hiện tượng lân quang chung lại 
là hiện tượng huỳnh quang. | 


Hình 3 trình bày hiện tượng hấp thu, được định lượng bởi định luật 
Beer-Lambert với lạ là cường độ của ánh sáng tới; I là cường độ tia ló; c: 
nồng độ mol của chất phân tích trong dung địch; I: chiều dài khoảng đường 
ánh sáng di chuyển ngang qua dung dịch mẫu, thường là 1 cm; e: hệ số hấp 
thu. 


Ý nghĩa I. I, là độ hấp thu (A;) ở một bước sóng xác định nào đó. 
Đường biểu diễn A; hoặc e theo một bước sóng hoặc một tần số được gọi là 
phổ hấp thu (absorption spectrum). Các bước sóng tương ứng với mức tối đa 
trong những phổ hấp thu nói trên được gọi là À max. 


Các số liệu Àa„ và e có thể rất hữu dụng như trình bày trong hình 4 và 
bảng 3. 


Do mỗi mức năng lượng điện tử (electronic energy level) bao gồm 
nhiều mức năng lượng đao động (vibrational energy level), cho nên không 
phải chỉ có một bước sóng mà là một dãy các bước sóng được hấp thu. 


Trong điều kiện chuẩn, phổ này được xem như một tính chất cố định 
của một hợp chất có tính hàm sắc và có thể được sử dụng như để xác định 
định tính sự hiện diện của hợp chất đó. | 

Sự phân cực của dung môi cũng có ảnh hưởng ít nhiều lên phổ hấp thu. 

Bảng 3: Giá trị Ama„ và e của một số hợp chất hữu ích trong sinh hóa. 


l Hợp chất mang nhóm hàm sắc — Amax(nm) e (mMÌ, em”) 

lTn 0tophan  - ị 280 5,6 
Tyrosin —_ 274 
Phenylalanin 0 2 


Adenosin St” TEEN 1439 
th — +? 


Bovin serum albumin 
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Na saaamammm—= se... 
s — |A (b) 


1,0ˆ Phenylalanin 

















-nm 
OH. ` OH 
điểm (d) 
_ 3 |isosbestic `. 
CHo 3ó „⁄ ki HạC 
CH-NH; `) #2 N CH-NH 
CoQ '- 2 TN:N,, COOO© 
\ 1 1 b. vụ, - sỹ E1 8Ð PP đa À. 
200 ` 230 ° ạ0o ` 30 *° sộo ° qsọ hÀO - 250 2o 290 310 330 


| Hình 4: Phổ hấp thu của một vài hợp chất sinh học 
Độ hấp thu A được đo ở pH 5Š (hình a, b và C) và được ghi theo bước sóng hấp thụ. 
Hình a: ó6 uuM adenosin tmonophosphat có mũi hấp thu đặc trưng ở 260 nm. 
__ Hình b: 5 mÀ4 phenylalanin có mũi hấp thu đặc trưng ở 257 nm. 

Hình c: 0,7 ¿g.ml cytochrom C hợp chất này có màu đỏ, mũi hấp thu đặc trưng ở 

4l0nm _ | 
“Hình ä: ] mM tyrosin ở pH 6 (đường in liên tục); và ở pH 13 (đường chấm chấm). 

Nơi hai đường biểu diễn gtao nhau của cùng một hợp chất nhưng ở điều kiện đo ở pH 
khác nhau được gọi là isosbestic. _ : 


4.1.2. Phổ huỳnh quang (Fluorescence Spectroscopy) 
a) Nguyên tắc vật lý cơ bản về hiện tượng hùynh quang và các hiện 
_ fWợng hiên quan. 

° Hiện tượng huỳnh quang (fuorescence) 

Giản đồ Morse giải thích sự biến mất của năng lượng ánh sáng trong 
phổ hấp thu bằng những sự gia tăng nho nhỏ năng lượng nhiệt khi điện tử va 
chạm vào các phân tử dung môi. Trong đa số các loại hợp chất, các mức năng 
lượng dao động của mức năng lượng điện tử ở trạng thái căn bản hoặc ở trạng 
thái kích thích nằm ở vùng trùng lắp nhau, vì thế điện tử trở về trạng thái căn 
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=“.-.---....... 
bản bằng một chuỗi những mức trung gian không sinh bức xạ (non-radiative 
transition). _ 

Biến đổi không 
phát xạ 








Trạng thái 
kích thích 


Trạng thái 
kích thích 


Năng lượng 


Phát huỳnh quang 


~“ = - -— 





tvến đổi không 


=-=...... 
Khoảng cách liền nguyễn tử 


Hình 5: Nguyên tắc vật lý căn bản về hiện tượng huỳnh quang 


Trong hoá học, nhóm hàm sắc là những phân tử có cấu trúc cứng ngắt, 
không linh hoạt, nên chúng chỉ có một ít mức năng lượng dao động. Với 
những hợp chất này, mức năng lượng dao động của trạng thái căn bản không 
trùng với mức năng lượng dao động ở trạng thái kích thích. Khi nhóm hàm 
sắc của loại phân tử này hấp thu ánh sáng, nó không thể trở về trạng thái căn 
bản bằng cách đơn giản là làm mất đi phần năng lượng dư thừa của nó. Thay 
vào đó, xảy ra sự biến đổi có phát xạ, một phần của năng lượng đã được hấp 
thu trước sẽ được phóng trả lại thành ánh sáng. Hiện tượng như thế gọi là 
hiện tượng huỳnh quang (fluorescence) và các chất có tính chất như thế được 
gọi là chất phát huỳnh quang (fluor hoặc fluorophor©). 


Do ít nhất một vài năng lượng ánh sáng hấp thu lúc ban đầu bị mất đi 
trong quá trình biến đổi giữa các mức năng lượng dao động, năng lượng ánh 
sáng phóng thích luôn luôn có bước sóng dài hơn (năng lượng thấp hơn) so 
với lúc ban đầu. Điều này có nghĩa là các chất phát huỳnh quang có đặc trưng 


phát huỳnh quang với tính chất giống như phổ hấp thu. 


$ 
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 —-==—..ễ. 

-CH-COOH _ Thật ph KHI O0 /= 

HO~C_Ầ~-Chạret CIẾ mm o&a `Š HN / 
NH; Ñ Ễ oäì 
_ Tyrosin H hệt 
Chất nội tại huỳnh quang Tryptophan 

của các protein Chất nội tại huỳnh quang 1-Anilino-8-naptalensulfonat 

của các protein Chất gây phát huỳnh 


quang cho các protein 





kh đều Acridine orange 
_ Fluorescein b xi ng lở ng 6 Chất gây phát huỳnh 
Chất gây phát huỳnh At gây phát huỳn quang cho DNA 
quang cho các protein quang cho DNA | 


se Hiện tượng lân quang (phosphorescence) 


Một chất phát huỳnh quang có thời gian Ở trạng thái kích thích thường 
rất ngắn khoảng 0,5-§ ns, tuy vậy trong một số trường hợp, thời gian này lên 
đến 2 giây. Trường hợp như thế là hệ quả của một hiện tượng có liên quan 
đến điện tử đó là spin từ (magnetic spin). 


Theo nguyên lý loại trừ Pauli, trong hầu hết các loại nguyên tử, đôi 
điện tử trong một vân đ..o có spin với hai hướng ngược chiều nhau. Những 
nguyên tử đó hiện diện ở trạng thái electron liên kết độc nhất (singlet) và các 
điện tử được ghép lại với nhau thành từng cặp (paired). Tuy nhiên, nếu một 
điện tử được thúc đẩy lên vân đạo có năng lượng cao hơn, spin của nó có thể 
hướng cùng chiều hoặc ngược chiều với điện tử còn lại trong vân đạo ban 
đầu, hai SpIn sẽ song song hoặc đối song (parallel or anti-parallel). Khi được 
đặt trong một vùng từ trường, nguyên tử này có ba mức năng lượng rõ rệt, 
được gán cho là -!; 0 và +! và như thế nguyễn tử hiện diện ở trạng thái bộ ba 
(trnplet). Một số nguyên tử nặng có số lẻ điện tử khi ở trạng thái căn bản 
singlet, sẽ có hai điện tử không ghép cặp chiếm một cách bền vững các vân 
đạo khác nhau, và ở trạng thái triplet với mức năng lượng cao hơn chút ít so 
với trạng thái căn bản (thí dụ phân tử có chứa 0Xygen). Trong những nguyên 
tử như thế, có thể có sự chuyển đối giữa trạng thái căn bản singlet (lúc mà các 
điện tử đối song và phép cặp) với trạng thái kích thích (các điện tử SOnE Song 
và không ghép cặp nhau). Khi phân tử này trở về trạng thái căn bản, sẽ xây 
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ra sự chuyển đổi triplet-singlet phóng bức xạ, quá trình sự chuyển đổi này lâu 
hơn sự phát huỳnh quang, và được gọi là hiện tượng lân quang 
(phosphorescence). Các bức xạ phát ra do quá trình này có bước sóng đài hơn 
so với của bức xạ huỳnh quang là vì trạng thái triplet năng lượng thấp nhất 
thường có năng lượng cao hơn chút ít so với năng lượng ở trạng thái căn bản. 


e Hiện tượng hóa quang (chemiluminescenc©) 


Có một hiện tượng khác, hệ quả của sự chuyển đổi phát xạ, được gọi là 
sự phát quang hóa học (chemiluminescence), xảy ra đối với những phân tử 
khi chịu một phản: ứng hoá học sẽ chuyển qua trạng thái kích thích, sau đó trở 
về trạng thái căn bản và phóng thích ra ánh sáng. Những phân tử như 
luciferin (enzym luciferase của con đom đóm) hoặc luminol (peroxidase) có 
tính chất này. 


Luciferin NH;O 
Luminol 
Chất nền hóa quan NN N- _COOH NH : umin0 
š SA Riáy | ,€ | Chất nền hóa quang 
đuciferas NH 
(luciferase trong HO $ Š 


eroxidase 
con đom đóm) (p las€) 


Khi _ luciferin, luminol (peroxidase) được sử dụng như chất nên 
(substract), phóng thích ánh sáng và ánh sáng này có thể được phát hiện và đo 
đạt. Những phần ứng như thế có thể được áp dụng trong ngành sinh hóa học. 





Lucilerin + ATP + O› Oxyluciferin + ATP + pyrophosphat + COa + ánh sáng 


(L.ucilfcrase con đom đóm) 


Do peroxidase liên kết với kháng thể (antibody) được sử dụng rộng rãi 
trong hệ thống phát hiện miễn địch, nên luminol được sử dụng rất nhiều trong 
lĩnh vực này. _ 


Cả hai hiện tượng lân quang và hóa quang có liên quang đến hiện 
tượng huỳnh quang về khía cạnh là phát ra ánh sáng. Các hợp chất huỳnh 
quang và các phân tử có khả năng tạo hoá quang thường có cấu trúc hóa học 
là những hợp chất vòng cứng ngắt.. nho | 


Đa số các cấu phần tạo nên các hợp chất đại phân tử sinh học đều 
không có tính huỳnh quang và điều này có nghĩa là hiện tượng huỳnh quang 
có thể cung cấp thông tin cho những qui trình xây ra trên nhường bộ phận đặc 
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biệt của hợp chất đại phân tử sinh học đó. Thí dụ, các đơn vị amino acid có 
tính hùynh quang quan trọng nhất trong cấu trúc phân tử protein là 
tryptophan, tyrosin và phenylalanin (trong thực nghiệm, phenylalanin có tính 
huỳnh quang yếu nhất). Những đơn VỊ amino acid thường thấy hiện diện 
trong protein ở hàm lượng lân lượt là 3,5%; 1,1% và 3,5%. Nhiều protein chỉ 
có một hoặc hai đơn vị amino acid nêu trên. Các base của nucleotide DNA. 
và một vài cofactor enzyme (thí dụ NAD) cũng có tính huỳnh quang dù rằng 
cường độ thường yếu nhưng cũng được sử dụng để nghiên cứu cấu trúc và 
hoạt tính của protein. 

Hiện tượng huỳnh quang của tyrosin thường bị dập tắt do hệ quả của sự 
chuyển đổi proton ở trạng thái kích thích. _ 

b) Phương pháp đo hiện tượng huỳnh: quang và hiện tượng hóa quang 

Đo hiện tượng huỳnh quang bằng phổ quang kế huỳnh quang 
(spectrofluorimeter). Nguyên tắc giống như máy quang phổ hấp thu tử 
ngoại, nhưng khác ở chỗ máy chỉ đo tia nào có góc 90°C so với tia tới. Ánh 
sáng phát ra (^) được cho qua một bộ lọc đấy hẹp thứ nhì và được ghi nhận. 


Ồ 
- 
-” ° ^t 
xả LG › 
\ ` 
\ ` 
\ 


dung dịch Ánh sáng 


Bộ lọc 
dãy hẹp 2 


mẫu _ phát ra (À2) 





Hình 6: Nguyên tắc cần bản của phổ quang kế huỳnh quang tử ngoại. thấy được 
(Uftraviolet . visible Specirofluororimeter). _ 

Ánh sáng một bước sóng (À¡) được cho đi ngang qua ống chứa dung 
dịch mẫu có chứa chất huỳnh quang. Tại những giá trị ^, ánh sáng được hấp 
thu và phân tử phát huỳnh quang. Ánh sáng huỳnh quang phát ra theo mọi 
hướng và máy chỉ đo tia nào có góc 90°C so với tia tới. Ánh sáng phát ra (2), 
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có bước sóng dài hơn ánh sáng hấp thu, được cho qua một bộ lọc dãy hẹp thứ 
nhì và được ghi nhận. 


h Kim tiêm. 


Ống nhân 





Buồng (rộn mẫu 
Hình 7: Nguyên tắc căn bản của phổ quang kế hóa quang (luminometer) 


Tác chất thí dụ như luciferin và luciferase đom đóm được bơm vào 

buồng trộn mẫu. Khi có hiện tượng. hóa quang, ánh sáng phát ra theo mọi 
_ hướng, một tia này sẽ được chọn lọc đi qua vào một ống nhân quang 
(photomuluplier tube). Tín hiệu điện tử này được khuếch đại và vào đầu đò. 
Buồng trộn mẫu được che tránh ánh sáng và cách nhiệt. 


4.2. Thiết bị để đo quang phổ hấp thu 
4.2.1. Nguồn sáng 


Phổ hấp thu được đo bằng máy quang phổ (spectrophotometer). Bức xạ 
điện từ được tạo ra từ một ngọn đèn, bên trong là một sợi tóc đèn bằng kim 
loại để dòng điện đi qua. Đèn bằng tungsten-halogen cho các bức xạ có bước 
sóng trong vùng thấy được (290-900 nm), đèn deuterium cho các bức xạ có 
bước sóng trong vùng UV (210-370 nm). Ánh sáng phát ra từ những nguồn 
sáng nói trên bao gồm nhiều bước sóng. Muốn chỉ có một bước sóng thì sử 
dụng bộ lọc dãy hẹp (monochromator) hoặc trong những máy hiện đại sử 
dụng bộ nhiễu xạ ánh sáng (diffraction grating) cũng cho cùng một kết quả. 


4.2.2. Đầu dò 


Ánh sáng sau khi xuyên qua dung dịch mẫu, được phát hiện bởi những 
ống nhân quang (photomultiplier tube) và đầu dò mạng điod quang. Đầu đò 
mạng đdiod quang rẻ hơn ống nhân quang, được cấu tạo bởi những tinh thể 
silicon sắp xếp thành dãy và có độ nhạy với ánh sáng trong khoảng ^. từ 190- 


SƠT. 
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820 nm. Các diod quang hấp thu ánh sáng để sinh ra dòng điện tương ứng với 
số photon hấp thu. Mỗi diod quang phụ trách một bước sóng xác định trong 
máy. Với máy có độ phân giải 1 nm, mỗi hai diod quang kể nhau sẽ phụ 
trách một bước sóng chênh lệch nhau nm; máy có độ phân giải 2 nm, mỗi 
ai diod quang kể nhau sẽ phụ trách một bước sống chênh lệch nhau 2 nm. 
Loại đầu đò mạng diod quang có khả năng quét bức xạ nhanh hơn và có độ 
nhạy lớn hơn. | 


Trong các máy đo quang, có ba kiểu bố trí các bộ phận, được gọi là 
chùm tia đơn (single beam), chàm: fia tụch (spht beam) và chàm tia kép 
(dual beam). 


4.2.3. Ống chứa dung dịch mẫu (cuvette) 


Ống được làm bằng một số vật liệu khác nhau. Ống bằng thủy tỉnh 
hoặc nhựa dẻo (plastic) rất tiện lợi khi đo với loại ánh sáng thấy được, nhưng 
có nhược điểm là nó có thể hấp thu ánh sáng tử ngoại. Ông làm bằng thạch 
¡nh (quartZ) không hấp thu ánh sáng tử ngoại, dễ bị bể và đắt tiền. Hiện nay 
ở thị trường có loại ống bằng nhựa dẻo, không hấp thu ánh sáng > 280 nm. 
Ống bằng plastic có thể bị hư hại khi phải sử dụng dung môi hữu cơ. 


Do ống chứa mẫu, cũng như dung môi đều có thể hấp thu ánh sắng, vì 
thế cần phải luôn luôn khảo sát mẫu trắng (determine a blank Sspectrum of 
cuvette plus solvent) bằng cách đo mức hấp thu của ống có chứa dung môi 
tỉnh khiết, loại dung môi sử dụng để hòa tan mẫu phân tích, để sau đó làm bài 
toán trừ lại mức hấp thu năng lượng của mẫu phân tích. Việc này có thể dễ 
dàng thực hiện với loại bố trí bộ phận máy theo chùm tia kép, một tia đi 
ngang qua ống chứa dung môi tỉnh khiết, còn tia kia đi ngang qua ống có 
chứa mẫu có dung môi. | : 

Các máy quang phổ luôn nổi với máy tính để dễ dàng lưu trữ đữ liệu, ¡n 
sắc ký đô... 
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dịch mẫu 
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Hình 8: Ba kiểu bố trí chùm tia sáng trong đầu dò 

e Hình a: Chùm tia đơn. 

e Hình b: Chùm tia tách. Kiếng nửa gương (half-miror) cho phép một số tia ló 
đi ngang qua, phần còn lại sẽ bị phản chiếu. Hai tia A và B đều được tạo ra cùng một 
nguồn. Một trong những ống chứa mẫu sẽ là mẫu trắng (a blank) và như thế giá trị 
của mẫu đo sẽ được tự động trừ bớt. Ghi nhận rằng ở bất kỳ thời điểm nào, đầu dò 
cũng đo cùng lúc ánh sáng từ A và B nhờ vào bộ lựa chọn tia (Beam selector). 

e Hình c: Chùm tia kép. Hai nguồn tạo ra hai tia khác nhau. 


4.3. Thí dụ về ứng dụng quang phổ hấp thu 


Sự hấp thu quang lệ thuộc trực tiếp vào nồng độ mol của một hợp chất 
nên có thể được sử dụng để đo nồng độ của hợp chất nhờ vào đường chuẩn đã 
xây dựng trước đó. 


Biết rằng hợp chất Coomassie blue kết hợp với protein tạo thành một 
phức chất có mức hấp thu cực đại ở 596 nm. Trước tiên, xây dựng đường chuẩn 
_ bằng cách pha hợp chất chuẩn bovin serum albumin thành các dung dịch có 
nồng độ biết trước; cho tạo phức với Coomassie blue, đo mức hấp thu Ở bước 
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sóng 595 nm, có đường biểu diễn của mức hấp thu theo nổng độ. Sau đó, một 
dung địch protein chưa biết nồng độ sẽ cho tạo phức và đo mức hấp thu quang, 
nhờ đường chuẩn sẽ có thể suy ra nồng độ protein có trong dung dịch. 


s' Âsos 







Xây dựng 
đường chuẩn. 








„tổ TỶ. t hàn +: Protein (Hg/ 1Ô HÌ) 


_ Hình 9: Xác định nồng độ protein trong dung dịch sử dụng đường chuẩn theo phương pháp Bradfordi 
4. PHÔ HỒNG NGOẠI 


Hiện nay các phòng thí nghiệm thường sử dụng phổ hồng ngoại biến 
đổi Fourier (Fourier transform infrared Sspectrometry, FETIR). Nguồn sáng đi 
vào giao thoa kế, chạm đến bộ tách chùm tia (beam splitter; half mITOT; 
được làm bằng tinh thể KBr) bộ phận này được đặt 45° so với hướng của tia 
tới, hệ quả là phân nửa ánh sáng được phần chiếu để đến gương cố định, còn 
phân nửa ánh sáng còn lại được tuy qua để đến gương có thể dịch chuyển. 


Giao thoa kể 
(interferometer) 







Ánh sáng đến từ 
giao thoa kế 
















Mẫu 
phân tích 






"xa. man c“.—m=—n 
CC. c= ~ Km km}  m =Ÿ VÁ C 
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Hình 10: Mô tả nguyên tắc máy đo phổ hồng ngoại, với nguồn sáng, gian thoa kế, 
huồng chứa mẫu và đầu dò 


310 


PHỤ LỤC 





Tia được phản chiếu từ gương cố định được gọi là œ phản chiếu 
(reflected beam) và tia được phản chiếu từ gương di động được gọi là ria 
xuyên qua (transmitted beam), hai tia được kết hợp với nhau để thành ria kết 

. quả. Hai loại tỉa: tia phản chiếu và tia xuyên qua có thể gây cẩn trở cho nhau. 

Nếu hai loại tia này trùng lên nhau (cùng pha), chúng làm gia tăng 
cho nhau và nhờ thế tia kết quả có cường độ là tổng cường độ của mỗi loại tia 
hợp thành (A+ A = 2A). _ 

*% Nếu hai loại tia lệch pha 180° (lệch pha), chúng triệt tiêu nhau và 
như thế tia kết quả có cường độ là zero (A = 0). Nếu hai loại tia lệch pha ít 
hơn 180° (lệch pha), tia kết quả có cường độ trong khoảng 0 đến 2A. 


Ti phản chiếu - 5P ao TÊP GGU Ñy 


=> 





Tìia xuyên qua - 





y — A=0" Tia kết 

X—-—ˆ...--.-........ lã 
`" ô... .. da quả 
Tia xuyên qua N7 


Tia kết quá có cường độ lớn hay nhỏ là tuỳ vào vị trí tương đối của 
gương di động. Tia này đi xuyên ngang qua mẫu phân tích, được đầu dò ghi 
nhận và phân tích bởi sự chuyển đổi Fourier để tạo thành phổ hồng ngoại. 


Tia phản chiếu - 





Với phổ IR, mẫu có thể ở thể rắn, lỏng hoặc khí và như thế cần chọn 
loại buồng chứa mẫu phù hợp. Bộ phận chứa mẫu không thể được làm bằng 
thủy tỉnh hoặc nhựa dẻo (plastic) vì đây là hai nguyên liệu tạo nên từ những 
phân tử có chứa nối hóa trị nên sẽ hấp thu ánh sáng IR, làm ảnh hưởng việc 
đọc kết quả. Các loại muối vô cơ như NaCl và NaBr, các nguyên liệu ion sẽ 
không hấp thu ánh sáng IR vì các nối ion không thể thực hiện sự chuyển đổi 
dao động năng lượng. Nối hóa trị có thể dao động (vibrate) còn nối ion thì 
không. " 

e Với mẫu là chất lỏng tỉnh chất hoặc được hoà trong dung môi: mẫu 
được đặt thành một lớp mỏng, ở giữa hai lớp vật liệu được làm từ các tinh thể 
muối NaCl hoặc NaBr. Mỗi miếng vật liệu tinh thể muối có kích thước 
khoảng 2 cm chiều ngang, 3 cm chiều dài và chiều dầy 0,5 cm. Vật liệu này 
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rất hầu nước và rất dễ bị hư hại nếu gặp hơi nước. 


e Với mẫu là chất rắn: mẫu phân tích khô được trộn đều với tinh thể 
KBr (mẫu chỉ được có tỉ lệ 0,1-2 % so với lượng KBr, nồng độ mẫu quá 
nhiều sẽ không có được phổ rõ đẹp) rồi được cho vào một máy ép hoặc một : 
con đội để nén thành một miếng tròn, dẹp, hầu như trong suốt; miếng này 
được đặt vào máy đo IR ở vị trí sao cho Øia kết quả truyền ngang qua. 


Cũng có thể sử dụng Nujol (một loại đầu mỏ): một lượng nhỏ mẫu khô 
được cho trộn đều với nujol sẽ tạo thành một chất nhìn giống như kem đánh 
räng. Hỗn hợp này được đặt vào cửa sổ NaC] hoặc NaBr. _ 

5. ĐIỆN DI 
5.1. Cấu trúc hoá học của các kháng thể, các immunoglobulin 

Cơ thể của người và các loài động vật có xuơng sống có thể chống cự 
được sự xâm hại của các yếu tố gây bệnh đến từ bên ngoài cơ thể thí dụ như 
vị trùng, vi khuẩn, nấm mốc... là nhờ vào các kháng thể được tạo ra bởi cơ thể 
của người và các loài động vật. 

Kháng nguyên (antigen) là những hợp chất lạ ở bên ngoài cơ thể người. 
Kháng thể (antibody) là các protein do cơ thể của con người đã tổng hợp tạo 
thành với mục đích chống trả các kháng nguyên. 

Các kháng thể còn được gọi là các mmunoglobulin” (viết tắt là Ip) 
bao gồm các loại IgM, IgG, IgA (bao gồm luôn IgD) và IpE. 

Cấu trúc của các kháng thể: mỗi Ig được cấu tạo bởi 4 chuỗi dây 

% Hai dây dài, cấu tạo giống hệt nhau. Được gọi là gamma (y) cho 
kháng thể IgG, là mu (HÒ) cho kháng thể IgM, là alpha (œ) cho kháng thể IgA, 
là delta (ö) cho kháng thể IgG và là epsilon (e) cho IgE. 

% Hai dây ngắn, cấu tạo giống hệt nhau, có trọng lượng phân tử nhỏ 
hơn các dây dài nêu trên, được gọi là kappa (K) và lamda (2). 

Bốn dây được nối lại với nhau bởi các cầu nối đisulfur. Các đây dài còn 
được gắn thêm các phân tử đường. Phần dây (chứa khoảng 100 đơn vị amino 
acid) mà có đầu dây chứa nhóm chức _NH; được gọi là rùng biến đổi 
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(variable), phần dây mà có đầu dây chứa nhóm chức -COOH được gọi là 
vàng cố định (constant). Chính phần biến đổi của các kháng thể mới có thể 
gắn một cách đặc hiệu vào các kháng nguyên. 


Theo qui ước, một kháng thể được biểu diễn là một hình chữ Y trong đó 
hai nhánh (thường được gọi là hai cách tay) của hình chữ Y này giống nhau 
và có chứa nhóm chức —NH;; mỗi cánh tay có một vị trÍ để nối với kháng 
nguyên. 


Ngoài ra, các phân tử kháng thể cũng có thể hoạt động như một kháng 
nguyên. Người ta xác định thấy trên một kháng thể có ba vùng kháng nguyên 
được gọi tên là: isotype, allotype và idiotype 


è_  À ¬ 


[sotype Allotype Idiotype 
Thay đổi tùy theotừng — Thay đổi tùy theo từng loại Thay đổi tùy theo từng loại 
loài (chung ở trên vùng protein (có nhiểu vị trí ở trên kháng thể (chung ở trên vùng 
cố định của hai dây dài vùng cố định của hai dây biến đổi của hai dây dài và 
và hai dây ngắn) dài và hai dây ngắn) hai dây ngắn) 


5.2. Cấu trúc hoá học của virut HIV (human immunodeficiency virus) 
Có hai virut gây nên hội chứng suy giảm miễn dịch mắc phải cho cơ 

thể người (SIDA) là HTV1 và HIV2. Hai virut này có cấu trúc gần giống nhau 

và đều thuộc loại retrovirus. Retrovius là loại virut RNA. Vì vậy khi muốn 


phát triển, nó phải xâm nhập vào DNA của tế bào chủ, rồi vì nó có men 


phiên mã ngược nên có thể phiên mã bộ gen RNA thành DNA để nó có thể 
nhân lên. 

Cấu trúc của virut HIV-1 bao gồm ba protein cấu tạo là: gag, pol, env 
và sáu profein mã hoá ký hiệu là nef, tat, rev, VIÍ, VDT Và VPU. Cấu trúc của 
virut HIV-2 cũng tương tự với øag, pol, env, nef, tat, rev, vif, vpr và vpx (sự 
khác biệt do protein này). _ 

Các tên viết tất của protein: nef: negative regulatory Íactor, tai: 
— transactivator of transcription, r€v: regulation Of virion proteins, vif: virion 
._ „ mfectivity factor, vpr: viral protein r, vpu: viral protein u. _ 
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Hình 11: Cấu trúc hóa học của virut viêm gan £ và virut HIV 
Virut HIV có dạng hình cầu, gồm một vỏ bao chung quanh một nhận 


Vỏ bao (envelope) của virut: giống một màng tế bào lipid, có mang 
nhiều “cây đỉnh”. Vỏ bao được ký hiệu ]à Pr gpl60 (env), là tiền chất 


Theo qui ước, ký hiệu “gp” hoặc “p” để chỉ một protein có gắn phân tử 
đường (glycoprotein). Con số ghi liển ngay sau chữ Bp hoặc chữ p để chỉ 
trọng lượng biểu kiến, tính bằng kilodalton, của protein. 

_*%Pr ep160 (env), gồm 

Protein gp120: là phần đầu của hình cây đỉnh, hướng ra bên ngoài của 
vỏ bao. 

Protein 8Dp41: protein Xuyên màng, gắn phần đầu đinh vào VỎ bao. 

*% Pr p5Š (gag): tiền chất của nó là các protein gag. 

P7: protein bao bọc phía bên trong của lớp vỏ 

D24: protein của Capside 

PÌ5, p7, p6: các protein của nucleocapsid liên kết chặc chẽ với với 
RNA virut _ 
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=5... «ao ga G6 0G 

% Pr p180 (gag-pol): tiền chất của nó là các protein gag và pol. 

_ retrotranscriptase(p66-p5l) .”...4 

integrase (p32) 

Drot€as€ (p12) 

Vậy, các protein tìm thấy trong virut được tạo thành từ các tiền chất 
(polyprotein) là Pr gp160 (env), Pr p55 (ø28) và Pr p180 (gag-pol); các tiền 
chất này bị các prot€as€ cắt thành những protein khác nhau. 


| env 
x2 |5228 _ Œrpli0 (Pr gp160) 
(Prg55) _ | 


gp120 gp41 
p17 p24 p5 (y9) 
pj DÓ 
Protease Retrotrans-. Integrase 


(pl2  -criptase = (p32) 
(p66-p51) 


5.3. Thử nghiệm tổng quát để phát hiện các kháng thể 

Muốn chẩn đoán một bệnh nhân có bị phơi nhiễm HIV, người ta ìm 
sự hiện diện của các kháng thể trong máu 2-3 tháng (đôi khi thời gian lầu hơn 
nữa) sau khi bị nghi là đã bị sơ nhiễm. Đó là sự hiện diện của các kháng thể 
chống lại các protein khác nhau của virut, thường là gen mã hoá từ gag, pol 
và chủ yếu là env. _ 


Các thử nghiệm tổng quát để phát hiện các kháng thể: thử nghiệm 
enzym kháng thể dùng để phát hiện trong huyết tương sự hiện diện của 
khẳng thể kháng HIV và không phân biệt đó loại kháng thể nào, thực hiện 


như sau. 


Tác chất sử dụng trong thử nghiệm là các protein viruf được cho gắn lên 
các hạt rắn siêu mịn (pha tĩnh rắn). Các protein virui này có thể có được bằng 
cách lấy từ môi trường nuôi cấy tế bào hoặc bằng sự tổng hợp gen hoặc tổng 


hợp hóa học. 
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đặt vào môi trường thử nghiệm, nếu nó có Chứa các kháng thể đặc hiệu của 
HHIV, kháng thể đó sẽ dính nối vào các kháng nguyên đã được cố định. Sau khi 


cho thêm vào —đây là một loại kháng thể kháng-kháng thể người, được ghép cố 


Chất có khẢ năng tạo màu được cho thêm vào, Ehzym sẽ tác dụng với hợp chất 
có khả năng tạo màu đó để thành tmột phức có màu. Cường độ của màu này sẽ 
tỷ lệ với nông độ của kháng thể hiện diện trong huy! tương. 

Có nhiều kỹ thuật khác nhau, chúng khác nhau ở các điểm như: cấu tạo 
của pha tĩnh rắn, kháng nguyên cố định, kháng thể thứ nhì, hợp chất có khả 
năng tạo màu. Để đạt độ tin cậy cao, cần phải thực hiện qua hai thử nghiệm 
với hai loại tác chất khác nhau. 

Từ năm 1987, người ta sử dụng loại thử nghiệm phát hiện đồng thời sự phơi 
nhiễm HIV-I và HIV-2. Tác chất sử dụng trong thử nghiệm (các kháng nguyên) là 
các peptid tổng hợp, tương ứng với vùng ngắn của øp41 (mã hoá từ env). 

Đây là phản ứng tổng quát, nếu kết quả Âm tính, sẽ ngưng ở giai đoạn này, 
nếu kết quả dương tính, cần thực hiện thêm với thử nghiệm Western-blot. 


5.4. Thử nghiệm Western-blot (thử nghiệm khẳng định) 

Thử nghiệm này chính xác và đặc hiệu hơn vì cho thấy sự hiện diện 
của các kháng thể khác nhau. 

Trước tiên, các protein virut (sử dụng như là tác chất) được tách bằng 
điện di trên gel tuỳ vào trọng lượng phân tử của chúng. Tiếp theo, thực hiện 
sự chuyển điện di (clectrotransfer) để chuyển các protein trong các dãy trên 
bản gel sang một tấm nitrocellulose. Huyết tương của người thử nghiệm được 
ấp dụng lên tấm nitrocellulose. Sự kết dính giữa các kháng thể có trong huyết 
tương người với các kháng nguyên có trong các dãy trên bản cellulose được 
phát hiện bởi một phản ứng enzym tạo phức có màu như trình bày ở phần 5.3. 

Kết quả thử nghiệm được trình bày dưới các ký hiệu: (-) hoặc (+) hoặc 
(+t). Thí dụ với HIV-I cần có sự hiện diện của các protein: øpi60, gp120, 
pÓ6, p55, pŠ1, gp41, p32, p24, P17. Một kết quả chắc chắn dương tính khi tất 
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cả các dãy nêu trên đều xuất hiện. 

Tùy theo các tổ chức quốc tế mà tiêu chuẩn để được xem là dương tính 
có sự thay đổi. Theo trung tâm kiểm soát bệnh Atlanta, một huyết tương 
dương tính phải chứa Ít nhất là phải có đãy băng gp160. 120 hoặc gp41 và kết 
hợp với một dãy bằng đặc trưng của protein env, øag, pol (Như thế, nghĩa là 
phải có dãy gp160. 120 và dãy p24). 

Các kết quả thực hiện đôi khi rất khó xác định sự dương tính là do sự 
miễn dịch của bệnh nhân, các bệnh nhân mắc phải SIDA phải trải qua nhiều 
giai đoạn mà có những giai đoạn khó xác định. Cần phải có sự xác định của 
cơ quan chuyên ngành. 

Có những dãy băng xác định kháng thể kháng HIV-1 và có những dãy 
băng khác xác định kháng thể kháng HIV-2 





Tiền chất .: cấu trúc Protein enzym 
Pr gpló6O - - - -R 
----øp120 
# S288500207/200E p66 
Prp52:::=- gu 
LẺ —- ốc p5 
._. WAW----- gp4l 
S165 6 1a 6 se di sd/22 p32 
-----p24 
4----- pl? 


Hình 12: Western-blot: Các protein viru{, sử dụng như là tác chất, được tách bằng 
điện di trên gel tuỳ vào trọn0 lượng phân tử của chúng. 


Các dãy màu đen quan sát trên bản gel tương ứng với các kháng thể (có trong huyết 
tương thử nghiệm) nhận ra ñược các protein antigen của HIV. | 


Ký hiệu: Pr: tiền chất. p: protein, 8P: gÌycoprotein. Các con số sau chữ p, øp là 
trọng lượng phân tử biểu kiến tính bằng kDa 
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